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1.1. Estudios neuroconductuales en
toxicología
En la actualidad existe una gran preocupación por evaluar
los posibles efectos adversos de una gran cantidad de compuestos
químicos que son liberados a la atmósfera principalmente en los países
más industrializados. A pesar de que existen mecanismos de control
para la fabricación, comercialización y uso de dichos productos, la
validez de dichos métodos de control podría ser cuestionada por
reduccionista y por no tener en cuenta muchos factores involucrados
en la capacidad de los agentes químicos contaminantes para afectar
a la salud de la población (Balbus y cols., 2013). Existe a este
respecto abundante literatura que muestra como la liberación de
dichos compuestos químicos a la atmosfera y la posterior exposición
de la población a ellos puede producir efectos adversos en la salud
física de los seres humanos y afectar a la salud mental alterando
funciones de la cognición humana como la memoria, la atención y el
aprendizaje (Zala y Penn 2004).
La toxicología de la conducta es el estudio de cómo algunas
drogas, compuestos químicos y otras condiciones ambientales (en su
consideración de tóxicas) cambian la forma en que se comportan
los organismos. De especial interés es el sistema nervioso como
uno de los posibles objetivos de dichos compuestos químicos dando
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Capítulo 1. Toxicología de la conducta
Dominio Modelos
Baterías de Batería de observación funcional (FOB)
cribado Batería de análisis funcional y
conductual del fenotipo del ratón
(SHIRPA)
Actividad y Test del campo abierto
función motora Rotarod
Cajas de actividad
Ritmo circadiano de actividad (24 h)
Memoria y Laberinto acuático de Morris
aprendizaje Test de evitación activa/pasiva
Laberinto de Barnes
Condicionamiento operante
Ansiedad Laberinto elevado en cruz
Test del tablero agujereado
Conicto de Vogel
Cuadro 1.1: Algunos de los modelos animales utilizados en toxicología
de la conducta agrupados por dominios
lugar al campo de la neurotoxicología. La neurotoxicología es un
campo importante en la prevención de riesgos para la salud de la
población ya que el sistema nervioso es especialmente vulnerable a
muchos compuestos químicos que pueden actuar en múltiples sitios
y de formas diferentes (Moser y cols., 2008). Los efectos observados
en la conducta son considerados como el reejo de cambios en la
comunicación neuronal o como alteraciones morfológicas susceptibles
de evaluación. Por ello, la conducta se considera un indicador
de la función neural general (Tilson 1990; Kulig 1996). En la
actualidad disponemos de un gran número de modelos animales
para el estudio de los efectos neuroconductuales producidos por la
exposición a tóxicos. Todos estos modelos se encuentran agrupados
dentro de diferentes dominios que abarcan: baterías de cribado
iniciales, modelos para el estudio de la función y la actividad motora,
4
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1.2. Éteres difenílicos polibromados
modelos para la evaluación del aprendizaje y la memoria y, para otros
dominios de la emocionalidad como la ansiedad o la depresión. En el
cuadro 1.1 se encuentran recopilados algunos de ellos.
Algunos de estos modelos animales han sido incluidos en
las guías de algunos organismos internacionales de protección
ambiental para evaluar la toxicidad de compuestos químicos siguiendo
la recomendación de expertos en el ámbito y, actualmente, su
aplicación está ampliamente extendida (Moser 2011). De especial
interés es el estudio de los denominados disruptores de la función
endocrina debido a que han demostrado ampliamente producir
alteraciones conductuales en animales y humanos (Zala y Penn 2004).
Dedicaremos el siguiente apartado de este capítulo a conocer uno de
estos compuestos, los éteres difenílicos polibromados.
1.2. Éteres difenílicos polibromados
1.2.1. Estructura, propiedades y usos
Los éteres difenílicos polibromados (PBDEs) constituyen un
grupo de compuestos químicos ampliamente utilizados en la industria.
Su estructura química general es C12H10−xBrXO y forman una gran
familia de 209 congéneres categorizados en función del número de
átomos de bromo (Br) que contienen y su posición relativa en el
interior de la molécula (Darnerud y cols., 2001) Figura 1.1
Figura 1.1: Estructura química general de los PBDEs
De los 209 congéneres son principalmente tres los que tienen
interés a nivel comercial: el éter de pentabromodifenilo (penta-
5
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Capítulo 1. Toxicología de la conducta
BDE), el éter de octabromodifenilo (octa-BDE) y el éter de
decabromodifenilo (deca-BDE), siendo este último compuesto el más
bromado de la familia de congéneres y el que se comercializa de una
forma más pura (superior al 98%) (Costa y Giordano 2007). Son
compuestos resistentes a la degradación y con tendencia a acumularse
en el medio ambiente tal como muestra su detección en sedimentos,
aguas superciales, lodos residuales, el polvo de las casas y muestras
de aire en el interior de edicios y fuera de ellos en varios continentes
(Schecter y cols., 2009; Ali y cols., 2011; Covaci y cols., 2011).
Además, dada su naturaleza lipofílica, se acumulan en el tejido
adiposo de humano siendo aquellas formas menos bromadas las que
tienden a acumularse en mayor cantidad (Stapleton y cols., 2006).
El interés comercial de dichos productos radica en su capacidad
para actuar como pirorretardantes aumentando la resistencia al fuego
de aquellos productos a los que se adiciona (Darnerud, Eriksen y
cols., 2001). Debido a esta capacidad, se podían encontrar en las
cubiertas plásticas de muchos electrodomésticos, mobiliario, asientos
de coches, alfombras y diversos tipos de goma (Schecter y cols., 2005;
Talsness 2008). Sin embargo, el penta-BDE y el octa-BDE fueron
prohibidos en la Unión Europea en 2004, quedando el deca-BDE
fuera de esta prohibición hasta el año 2008. En ese año se prohibía
en la Unión Europea la comercialización y el uso de dicho compuesto
en aplicaciones eléctricas y electrónicas (OJ_L_271/48 15.10.2005).
En este lapso de cuatro años, el uso de la forma más bromada de
los compuestos, el deca-BDE, se incrementó de forma notable por
ser el único permitido. De hecho, el deca-BDE es el compuesto más
utilizado todavía en muchos países y supone el 83% de la producción
total de PBDEs en el mundo (BSEF 2009).
1.2.2. Fuentes de exposición ambiental
Las principales rutas de exposición a los PBDEs son la dieta, la
inhalación de aire contaminado y la inhalación/ingesta del polvo en
las casas (Costa y Giordano 2007; Talsness 2008; Besis y Samara
2012). Entre ellas, la dieta se considera la vía de exposición más
6
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1.2. Éteres difenílicos polibromados
importante (Talsness 2008). Se ha detectado la presencia de estos
compuestos en diversos alimentos como el marisco, el pescado, los
productos cárnicos y algunos vegetales (Oros y cols., 2005; Domingo
y cols., 2008; Domingo 2012). Esto podría ser debido a la naturaleza
lipofílica de los PBDEs y a su resistencia a la degradación que
favorecería su acumulación en el medio ambiente pasando a formar
parte de la cadena alimenticia. Una muestra de ello es su presencia
en distintas especies de mamíferos, peces y aves (Ueno y cols., 2004;
Guerra y cols., 2012; Rotander y cols., 2012). En este sentido y en
especial para la población infantil, existe una vía de exposición a
través de la leche materna debido a que ha demostrado acumular
dichos compuestos (Park y cols., 2011). Sin embargo, la exposición a
través de la dieta resulta insuciente para explicar los altos niveles
de estos productos encontrados en humanos (Lorber 2008).
Una de las rutas de exposición propuestas para explicar estos
niveles es la que se produce a través de la inhalación de aire
contaminado y la inhalación/ingesta de polvo, siendo ésta última
especialmente relevante para la población infantil (Besis y Samara
2012). Las concentraciones de PBDEs en muestras de aire del exterior
de los edicios son especialmente altas en los meses más calurosos
(Cetin y Odabasi 2008) y en zonas urbanas e industrializadas (Castro-
Jimenez y cols., 2011). A pesar de ello, numerosos estudios muestran
concentraciones superiores, de hasta 50 veces, en muestras de aire
del interior de edicios (Besis y Samara 2012). La presencia tan alta
de estos compuestos en el interior de los mismos favorece que éstos
acaben depositándose en el polvo y puedan acabar siendo inhalados
o ingeridos incrementando la aportación de estas vías de exposición y
explicando los niveles hallados en humanos (Lorber 2008). A remarcar
en este sentido son los resultados de algunas investigaciones que
sugieren que, en las sociedades modernas los seres humanos pasan el
80% del tiempo en el interior de edicios (Butt y cols., 2004; Wilford
y cols., 2004).
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Capítulo 1. Toxicología de la conducta
1.2.3. Efectos adversos descritos
En la actualidad, la mayoría de estudios disponibles se centran
en los efectos derivados de una exposición pre y postnatal a PBDEs.
Esto es debido a la gran alarma social generada por la exposición de
la población infantil y su posible repercusión sobre el desarrollo del
sistema nervioso en sus etapas críticas (Costa y Giordano 2007; Besis
y Samara 2012). Dentro de los diversos congéneres de los PBDEs, son
los menos bromados aquellos que presentan una mayor toxicidad.
Entre los efectos adversos observados en estos estudios podemos
encontrar alteraciones en el sistema reproductivo como la reducción
de esperma en machos y cambios en la maduración de los ovarios
y otras estructuras del sistema reproductor en hembras (Costa y
Giordano 2007).
Los PBDEs y en especial aquellos congéneres menos bromados,
como el tetra-BDE o el penta-BDE, también actúan como disruptores
endocrinos alterando las concentraciones de la hormona tiroxina (T4)
como demuestran diversos estudios (Driscoll y cols., 2006; Richardson
y cols., 2008; Feng y cols., 2012; Leijs y cols., 2012; Johnson y cols.,
2013). La alteración del sistema endocrino puede resultar crítica para
un correcto desarrollo del sistema nervioso y conducir a posteriores
alteraciones neuroconductuales en animales y humanos (Ahmed y
cols., 2008).
Los estudios que se han realizado en animales respecto al
neurodesarrollo muestran la presencia de alteraciones derivados de
la exposición a varios congéneres de los PBDEs. Entre ellos podemos
encontrar retrasos en la adquisición del reejo parpebral (Gee y Moser
2008) y en habilidades motoras como la capacidad de escalar (Branchi
y cols., 2002). A nivel neuroconductual, y tras exposición postnatal,
encontramos alteraciones en la capacidad de habituación a nuevos
espacios, alteraciones en el aprendizaje espacial, en la capacidad de
atención y el control inhibitorio (Driscoll, Gibson y cols., 2006; Viberg
y cols., 2006; Johansson y cols., 2008; Viberg 2009).
A pesar de los numerosos estudios realizados en animales con
exposición pre y postnatal, en la actualidad disponemos de pocos
8
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estudios que hayan evaluado los efectos neuroconductuales de los
PBDEs en población adulta. Sólo disponemos de algunos estudios que
se han centrados principalmente en los daños siopatológicos hallados
a grandes dosis de exposición (Norris y cols., 1975; Darnerud, Eriksen
y cols., 2001). En estos estudios se consideró el deca-BDE como seguro
debido a su relativamente baja biodisponibilidad y acumulación en el
organismo en comparación con otros congéneres menos bromados.
Sin embargo, este compuesto puede ser metabolizado generando
compuestos menos bromados y acumularse de esta forma en humanos
y animales (Kierkegaard y cols., 2007; Stapleton y cols., 2009; Noyes y
cols., 2011). Dado que el BDE-209 ha demostrado causar alteraciones
permanentes en el sistema colinérgico tras una exposición repetida
(Liang y cols., 2010) y el BDE-47 puede actuar como agonista parcial
o total de los receptores GABAA (Hendriks y cols., 2010), una
alteración en la memoria y los niveles de ansiedad en adultos podría
ser una hipótesis coherente. Sin embargo, en un reciente estudio
realizado por Belles y cols., (2010) no se encontraron alteraciones
en ratas adultas expuestas a penta-BDE.
No obstante, nuestro conocimiento sobre los efectos derivados
de la exposición a PBDEs en adultos debería ser ampliado ya que
cada vez existe una mayor evidencia de una exposición laboral en
trabajadores de fábricas de reciclaje de material electrónico entre
otros (Qu y cols., 2007; Yuan y cols., 2008; Schecter, Colacino y cols.,
2009).
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2.1. Denición del concepto de ansiedad
La denición de la ansiedad es una tarea difícil en la actualidad.
La ansiedad es una emoción primaria cuya función es preservar la
vida. En individuos sanos, dicha emoción facilita la predisposición a
mantener acciones que preservan la seguridad y el bienestar (Lang
y cols., 2000). La ansiedad podría ser denida como una compleja
mezcla de emociones y cogniciones orientadas hacia un futuro incierto
(Barlow 2002). Sin embargo, muchos autores no estarían de acuerdo
con esta denición. Una de las dicultades más frecuentes es la
incapacidad para distinguir entre ansiedad y miedo.
Entre las diferentes propuestas teóricas tradicionales que tratan
de explicar la relación entre ansiedad y miedo encontramos: la
consideración de la ansiedad como un caso concreto de miedo
aprendido (Eysenck 1991) o la ansiedad entendida como un estado
de miedo elicitado por estímulos condicionados relacionados con el
castigo o bien como una anticipación de la frustración generada
por otros estímulos (Gray 1982). Algunos autores sugieren que los
términos ansiedad y miedo son totalmente intercambiables ya que
consideran que 'el miedo implica la evaluación intelectual de un
estímulo amenazante y la ansiedad es la respuesta emocional a esta
evaluación' (Beck y Emery 2005). Entre los autores que deenden la
diferenciación entre ansiedad y miedo encontramos también diferentes
consideraciones. Para Sullivan (1956), el miedo hace referencia a una
situación de autoprotección mientras que la ansiedad es un producto
de la educación. Por su parte, Ohman (1993) distinguió entre miedo
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y ansiedad en función de si su desencadenante es conocido (miedo)
o no (ansiedad) y en una propuesta más actual sugiere que es la
incapacidad para evitar el estímulo aversivo lo que conduce a la
ansiedad (Ohman 2008). Con todo esto y a pesar de la abundancia de
estudios que muestran la separación entre miedo y ansiedad, tanto de
enfoque biológico como cognitivo, la discusión respecto a la denición
de la experiencia subjetiva de estas emociones sigue vigente hoy en
día (Barlow 2002).
Respecto a la dimensionalidad de la ansiedad encontramos la
tradicional distinción propuesta por Spielberger (1983) entre ansiedad
estado y ansiedad rasgo que ha sido relacionada con miedo y ansiedad
respectivamente. Y la propuesta realizada por Nitschke y cols.,
(2000) que distingue entre una ansiedad somática relacionada con
las experiencias de pánico, la emoción del miedo y diversas repuestas
siológicas, y la ansiedad anticipatoria relacionada con una cierta
preocupación por el futuro acompañada de expectativas pesimistas y
negativas. Toda esta variedad de teorizaciones acerca del fenómeno de
la ansiedad diculta enormemente el trabajo cientíco que, en última
instancia, debe optar por alguna de sus diversas conceptualizaciones
y trabajar a partir de ella.
2.2. Epidemiología de la ansiedad
Los trastornos mentales suponen un serio problema que causa un
evidente declive en la calidad de vida, el nivel de independencia y la
productividad de las personas afectadas (Ormel y cols., 2008; Alonso
y cols., 2011). Sólo en Europa, recientes estudios estiman que cerca
del 27% de la población adulta, con edades comprendidas entre los 18
y los 65 años, sufre algún tipo de trastorno mental. Esto supone una
cantidad estimada de 300 millones de personas afectadas (Wittchen
y cols., 2011). La aparición temprana de los trastornos mentales ha
sido relacionada con el nivel de desarrollo de los países, siendo los
países más desarrollados aquellos que presentan una mayor tasa de
prevalencia-vida (21,5%) y los de bajo nivel de desarrollo los que
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presentan una tasa de prevalencia-vida menor (11,7%) (Kawakami
y cols., 2012). Entre los diferentes tipos de trastornos mentales, son
los trastornos de ansiedad los que presentan una prevalencia más
alta. En Europa se ha estimado para los trastornos de ansiedad una
prevalencia-año del 14% (Wittchen, Jacobi y cols., 2011). Una tasa
muy superior al resto de trastornos mentales (Figura 2.1). En los
Estados Unidos (EUA), se estima una prevalencia-año mayor que
en Europa, alcanzando una cifra cercana al 28,8% (Kessler y Wang
2008).
Figura 2.1: Trastornos mentales según su prevalencia-año en Europa.
Adaptado de Wittchen, Jacobi y cols., (2011).
Entre los adolescentes son también estos trastornos los
predominantes por encima de los trastornos del estado de ánimo y de
abuso de sustancias (Kessler y cols., 2012). Respecto a la población
mayor de 65 años, se ha pensado tradicionalmente que la prevalencia
de dichos trastornos se reducía con la edad (Jorm 2000). Sin embargo,
se han encontrado diferencias signicativas en la prevalencia de dichos
trastornos entre los países más desarrollados y el resto. Un reciente
13
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estudio realizado por Prina y cols., (2011) ha encontrado tasas de
prevalencia menores en países como China e India frente a los países
europeos durante la vejez. Dentro de los denominados trastornos
de ansiedad el Manual diagnóstico y estadístico de los trastornos




F41.00 Trastorno de angustia sin agorafobia
F40.01 Trastorno de angustia con agorafobia




F43.10 Trastorno por estrés postraumático
F43.00 Trastorno por estrés agudo
F41.10 Trastorno de ansiedad generalizada
F06.40 Trastorno de ansiedad debido a enfermedad médica
F1x.80 Trastorno de ansiedad inducido por sustancias
F41.90 Trastorno de ansiedad no especicado
Cuadro 2.1: Clasicación de los trastornos de ansiedad según el
manual diagnóstico y estadístico de los trastornos mentales (DSM-
IV-TR)
De los diferentes tipos de trastornos de ansiedad, los más
prevalentes en Europa son las fobias especícas (6,4%), seguidas de
los trastornos de ansiedad generalizada (1,7-3,4%) y los trastornos
por estrés postraumático (1,1-2,9%) (Wittchen, Jacobi y cols., 2011).
Por otro lado, en los EUA, el trastorno de ansiedad más prevalente
es la fobia especíca (12,1%), seguida de la fobia social (12,1%) y
el trastorno por estrés postraumático (6,8%) (Kessler y Wang 2008).
(Figura 2.2).
Por lo que respecta a España, en un estudio realizado por
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Caballero y cols., (2009), de una muestra de 20.347 pacientes, el
26,7% acudió a consultas ambulatorias de psiquiatría por motivos
relacionados con alteraciones relacionadas con el estado de ánimo,
un 18,2% por motivos relacionados con trastornos de ansiedad y un
15,2% por esquizofrenia y otros trastornos psicóticos.
Figura 2.2: Tasa de prevalencia-año de los diferentes trastornos
de ansiedad en Europa y los E.U.A. Adaptado de Wittchen,
Jacobi y cols., (2011) y Kessler y Wang (2008) respectivamente.
TOC: Trastorno obsesivo-compulsivo. TEPT: Trastorno por estrés
postraumático. TAG: Trastorno de ansiedad generalizada.
En los resultados del estudio ESEMed sobre la prevalencia de
los trastornos mentales en España realizado en 2006, la prevalencia-
año de cualquier trastorno mental entre la población fue del 8,48%.
De entre los diferentes trastornos fueron los más prevalentes los
trastornos de ansiedad con una tasa de prevalencia-año del 6,20%,
seguidos de los trastornos del estado de ánimo (4,37%) (Haro y
15
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cols., 2006). Sin embargo, dichas tasas de prevalencia pueden ser
en la actualidad mucho mayores debido a la inuencia de la actual
crisis económica. A este respecto, un estudio realizado por Gili
y cols., (2013) muestra incrementos aproximados del 19,4% para
los trastornos de depresión mayor y del 8,4% para los trastornos
de ansiedad generalizada en pacientes usuarios de los servicios de
atención primaria tras el inicio de la actual crisis económica.
2.3. Psicobiología de la ansiedad
2.3.1. Bases genéticas y vulnerabilidad
Hoy en día es comúnmente aceptado que las bases genéticas de
la ansiedad son debidas a una compleja herencia poligénica que
interactúa con diversos factores ambientales (Vieland y cols., 1996).
Para poder dilucidar los factores genéticos que forman parte de la
etiología de dichos trastornos son de especial interés los denominados
estudios de familias, estudios con gemelos y en adopciones. Los
trastornos de ansiedad acostumbran a presentar patrones de herencia
familiar como se deduce de los estudios realizados en familias y
con gemelos (Hollander y Simeon 2008). Algunos estudios han
demostrado un incremento del riesgo de padecer un trastorno de
ansiedad si existen antecedentes familiares. En particular, la presencia
en la familia de pacientes con trastorno de angustia, trastorno
de ansiedad generalizada, fobias especícas o trastorno por estrés
postraumático incrementa aproximadamente 3 veces el riesgo de
padecer algún trastorno de ansiedad en familiares de primer grado
(Maier y cols., 1993; Hettema y cols., 2001; Yehuda y cols., 2008).
Dicho incremento de riesgo puede verse inuido por la presencia de
variables ambientales que interactúan con la predisposición genética
particular. En un reciente estudio con gemelos se ha remarcado
un peso aproximado de la herencia genética que oscila entre el
54 y el 48% frente al ambiente compartido (Tambs y cols., 2009;
Domschke y Deckert 2012). El peso de la herencia genética frente a las
16
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variables ambientales ha sido estimado para los diferentes trastornos
de ansiedad mediante meta análisis realizados sobre estudios de
gemelos monocigóticos y dizigóticos (Figura 2.3).
Figura 2.3: Inuencia de los factores genéticos frente a los ambientales
y heredabilidad estimada de los diferentes trastornos de ansiedad.
TEPT: Trastorno por estrés postraumático. TA: Trastorno de
angustia. TAG: Trastorno de ansiedad generalizada. Adaptado de
(Kendler y cols., 1999; Hettema, Neale y cols., 2001).
Estos estudios muestran un porcentaje de heredabilidad
aproximado del 32% para el trastorno de ansiedad generalizada,
un 30% para las fobias, un 61% para el trastorno de agorafobia,
un 40% para el trastorno de angustia y valores cercanos al 30%
para el trastorno por estrés postraumático (Kendler, Karkowski y
cols., 1999; Hettema, Neale y cols., 2001; Segman y Shalev 2003;
Domschke y Deckert 2012). A nivel genético se han detectado
diferentes loci de riesgo para los trastornos de angustia y las fobias,
tanto las especícas como la social. Dichos loci están situados en
los cromosomas 1p, 4q, 7p, 9q, 11p, 15q y 20p para los trastornos
de angustia y, los cromosomas 16q y 14p para la fobia social y
17
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 
Dipòsit Legal: T.1558-2013 
 
Capítulo 2. La ansiedad
las fobias especícas. (para una revisión consultar Smoller y cols.,
(2008)). En estudios de asociación se han identicado diversos genes
como posibles candidatos a incrementar el riesgo de padecer un
trastorno de ansiedad. Entre ellos podemos encontrar los genes que
codican el receptor A2A de adenosina (ADORA2A) y la monoamino
oxidasa A (MAO-A) para los trastornos de angustia (Deckert y cols.,
1998; Samochowiec y cols., 2004), variantes en el gen que codica
el transportador de la dopamina (DAT1) para la fobia social y el
trastorno de ansiedad generalizada (Rowe y cols., 1998) y, variantes
en el transportador de la serotonina (5-HTT) y de genes implicados en
el sistema dopaminérgico (DRD2, DRD4, DAT1) para los trastornos
de estrés postraumático (Cornelis y cols., 2010).
A pesar de la creciente información sobre las bases genéticas de
los trastornos de ansiedad, sabemos muy poco sobre los efectos de
la interacción gen-ambiente. Un estudio paradigmático que analiza
esta relación ha sido el realizado por Stein y cols., (2008) que
muestra que existe una interacción entre los niveles de maltrato
(físico o psicológico) recibidos por los niños y las variaciones en
el transportador de la serotonina que genera diferencias en la
sensibilidad a la ansiedad.
2.3.2. Neuroanatomía de la ansiedad
La neuroanatomía de la ansiedad ha sido abordada principalmente
a través de estudios con animales por razones obvias de ética. La
traslación de resultados se realiza considerando que la ansiedad
humana es un rasgo evolutivo presente en otras especies que genera
repertorios conductuales ante estímulos amenazantes promoviendo
la conservación de la vida (Rauch y cols., 2006). Abordaremos esta
sección desde este punto de vista ya que trataremos más adelante los
problemas traslacionales de los resultados entre animales y humanos
respecto a la ansiedad.
Una de las aproximaciones más utilizadas en el estudio
de la neuroanatomía de la ansiedad en animales ha sido el
condicionamiento Pavloviano del miedo. Diversos estudios han
18
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mostrado que el circuito neural en que se basa se encuentra presente
en todos los mamíferos, incluidos los humanos (LeDoux 2012). Los
resultados en este tipo de estudios han puesto de maniesto un
papel principal de la amígdala en el condicionamiento del miedo y,
en especial, de tres núcleos de esta estructura denominados lateral,
central y basolateral (LeDoux 2000). Esto se ve refrendado por
los hallazgos realizados en estudios en humanos que muestran una
activación de dicha estructura ante estímulos con valencia negativa
(Wager y cols., 2003) y la inducción de los mismos mediante
microelectrodos (Lanteaume y cols., 2007).
El núcleo lateral ha sido propuesto como responsable de la
adquisición y retención del miedo y el núcleo central en su expresión
(LeDoux 2000; Gale y cols., 2004). El papel del núcleo basolateral
en el circuito neural no está sucientemente determinado hoy en
día (Anglada-Figueroa y Quirk 2005). En un estudio realizado por
Herry y cols., (2007) se observó que dicha activación se produce
también ante la impredictibilidad estimular tanto en animales como
en humanos. Este hallazgo es de una particular importancia dado que
en muchos trastornos de ansiedad la intolerancia a la ambigüedad o
incerteza juega un papel importante (Boelen y Reijntjes 2009; Grillon
y cols., 2009).
En lo referente a los mecanismos de detección de un depredador,
se ha propuesto una vía que, a través de proyecciones desde las zonas
amigdalares implicadas, pasarían a través del núcleo transversal del
lecho de la estría terminal hacia el núcleo ventromedial del hipotálamo
(Canteras y cols., 2001). El sistema septo-hipocampal aportaría
información contextual de relevancia dado que el hipocampo ventral
ha sido relacionado con los procesos ansiosos (Nascimento Hackl y
Carobrez 2007). Dicho sistema también ha sido relacionado con la
generación de ansiedad en las situaciones de conicto entre diferentes
metas. Es sabido que la exposición a nuevos ambientes provoca
tendencias de aproximación/evitación en roedores (Montgomery y
Monkman 1955). La inhibición conductual en estas situaciones ha
sido relacionada con dicho sistema septo-hipocampal (Gray 1982;
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McNaughton y Gray 2000).
Por último, el córtex prefrontal también ha sido relacionado
con la ansiedad. El córtex prefrontal medial parece especialmente
relacionado con procesos de extinción del miedo (Quirk y Mueller
2008), pero su relación con el miedo innato en animales genera
mucha controversia debido a una gran heterogeneidad de estudios con
resultados contradictorios (Jinks y McGregor 1997). Sin embargo,
algunos autores siguen proponiendo el córtex prefrontal como una
estructura con un papel muy importante en la ansiedad en humanos
(Berkowitz y cols., 2007). También en humanos se han propuesto
como estructuras relevantes en los procesos ansiosos la ínsula por
hallarse altamente interconectada con la amígdala, el hipotálamo y
la substancia gris periacueductal. Sin embargo su relación con los
procesos ansiosos no ha sido tan estudiada (Etkin y Wager 2007).
A nivel clínico, los estudios de neuroimágen en humanos muestran
niveles bajos de activación del córtex prefrontal en trastornos de
miedo intenso como las fobias o el trastorno de angustia y, niveles
altos de activación en el trastorno por estrés postraumático o
el obsesivo-compulsivo (Milad y Rauch 2007). El trastorno por
estrés postraumático también ha sido relacionado con un menor
volumen del córtex prefrontal ventromedial y el hipocampo y, una
mayor activación de la amígdala (Quirk y Mueller 2008). En la
actualidad no disponemos de muchos estudios para el trastorno de
ansiedad generalizada, sin embargo, recientes estudios muestran que
podría estar relacionado con una hiperactivación amigdalar frente a
estímulos emocionalmente negativos en niños y adolescentes (Monk
y cols., 2008). Y, más recientemente se ha implicado a la amígdala
como estructura candidata a desarrollar un papel importante en la
expresión de dicho trastorno trastorno en adultos (Etkin y cols.,
2009).
2.3.3. Neurotransmisores y farmacopea
La comprensión de la neuroquímica de la ansiedad resulta crucial
para poder desarrollar nuevos fármacos que resulten efectivos en
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el tratamiento de los trastornos de ansiedad. Esta necesidad se
vuelve urgencia si tenemos en cuenta los datos epidemiológicos
que muestran su amplia extensión entre la población y que hemos
explicado con más detalle anteriormente. La investigación sobre
los diferentes neurotransmisores implicados en los procesos ansiosos
se ha centrado principalmente en el sistema del ácido gamma
aminobutírico (GABA). Sin embargo, existe abundante investigación
sobre la implicación de otros sistemas de neurotransmisión como
el noradrenérgico, el serotoninérgico y el dopaminérgico en menor
medida.
El sistema GABAérgico: Las neuronas GABAérgicas se
encuentran ampliamente distribuidas por todo el sistema nervioso
central y escasamente en el sistema nervioso periférico (Nutt 2006).
El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso de los mamíferos y juega un papel crucial en la excitabilidad
de la actividad neuronal en el cerebro (Sieghart 2006). El sistema
GABA actúa principalmente a través de dos tipos de receptores:
ionotrópicos (GABAA y GABAC) y metabotrópicos (GABAB). De
ellos, es el receptor GABAA el más numeroso en el cerebro (Nutt
2006). Es a este receptor al que se le ha dedicado una mayor atención
en la investigación. No obstante, resulta interesante comentar que
la expresión del receptor GABAB es particularmente alta en el
sistema límbico que, como hemos comentado en la sección de
neuroanatomía, contiene estructuras relevantes involucradas en los
procesos ansiosos (Cryan y Kaupmann 2005). Las benzodiazepinas
(BDZs) son agonistas GABAérgicos que actúan sobre los receptores
GABAA potenciando la anidad del GABA por este receptor, lo que
conduce a una mayor frecuencia de apertura del canal de cloro que,
a su vez posibilita un mayor efecto inhibitorio (Nutt 1990; López-
Muñoz y cols., 2011) (Figura 2.4).
A través de esta potenciación se producen efectos ansiolíticos,
anticonvulsivos y sedantes, siendo uno de los compuestos más
utilizados para el tratamiento de los trastornos de ansiedad durante
muchos años (López-Muñoz, Alamo y cols., 2011). De igual forma se
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Figura 2.4: Esquema prototípico de un receptor GABA con sus
subunidades y lugares de unión.
ha demostrado que la atenuación de la acción inhibitoria del GABA
mediante el uso de antagonistas producen ansiedad, hipervigilancia
e insomnio, poniendo de relieve la clara bidireccionalidad del
sistema (Gentil y cols., 1990; Clement y Chapouthier 1998). El
clordiazepóxido (CLZ) fue la primera BDZ clínicamente disponible y
sigue siendo utilizada en la actualidad en muchos países para tratar
los trastornos de ansiedad (López-Muñoz, Alamo y cols., 2011).
A partir del descubrimiento del CLZ, la familia de las BDZs creció
rápidamente agrupando compuestos como el diazepam, lorazepam,
clonazepam y alprazolam entre otros (Pillay y Stein 2007). A pesar
del creciente cuerpo de conocimiento acumulado durante años sobre
estos compuestos y los receptores GABAA, pocos estudios se han
centrado en el estudio conciso de los diferentes subunidades de dicho
receptor. Actualmente la investigación intenta determinar cómo cada
subunidad de este receptor se relaciona con los procesos ansiosos
intentando encontrar nuevos compuestos que consigan producir
22
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ansiólisis reduciendo los efectos sedantes asociados (de Haas y cols.,
2008; de Haas y cols., 2009; de Haas y cols., 2010).
El sistema serotoninérgico: La serotonina (5HT) es un
neurotransmisor que se sintetiza a partir del triptófano, un
aminoácido incorporado al organismo principalmente a través de la
dieta. Las neuronas serotoninérgicas tienen proyecciones desde los
núcleos medial y dorsal del rafé en el tronco encefálico hacia muchas
áreas cerebrales (Ruddick y cols., 2006) (Figura 2.5). A pesar de la
gran variedad de receptores de 5HT identicados en la actualidad, es
el receptor 5HT-1A el que ha sido más directamente relacionado con
los trastornos de ansiedad (Clement y Chapouthier 1998). Diversos
estudios han mostrado la efectividad de los agentes serotoninérgicos y
los inhibidores selectivos de la recaptación de la serotonina (SSRI) en
el tratamiento de la ansiedad (para una revisión consultar (Ravindran
y Stein 2010)).
La teoría del exceso de 5HT, postula que es dicho exceso de
serotonina la causa de los trastornos de ansiedad. Esta teoría ha
encontrado conrmación en diversos estudios (Tancer y cols., 1994;
George y cols., 1995) y es compatible con los efectos observados con
los SSRI que producen un aumento en la ansiedad en un primer
momento, desarrollando su efecto ansiolítico tras un periodo de 2 a
6 semanas de administración aproximadamente, tras una regulación
a la baja de los receptores postsinápticos, principalmente el receptor
5HT-2C (Millan 2005; Eser y cols., 2007; Sinclair y cols., 2009; Farach
y cols., 2012).
El sistema noradrenérgico: La noradrenalina (NA) es una
catecolamina producida a partir de la hidroxilación de la dopamina
y que es catabolizada en el interior de las neuronas a través de
la mono amino oxidasa (MAO) o en las células gliales a través
de la calechol-O-metiltransferasa (COMT). Las proyecciones de las
neuronas noradrenérgicas se distribuyen ampliamente en el encéfalo
principalmente a partir del locus coeruleus en el tronco encefálico.
Existen dos tipos principales de receptores noradrenérgicos: los
receptores α y los receptores β, ambos con sus correspondientes
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Capítulo 2. La ansiedad
Figura 2.5: Proyecciones de las vías serotoninérgicas (Panel A) y
dopaminérgicas (Panel B).
subtipos. Entre ellos, son los receptores postsinápticos α1 y β1, y
el autoreceptor presináptico α2 los que más han sido relacionados
con los trastornos de ansiedad (Dowben y cols., 2011). Dado que el
estado ansioso es elicitado por la hiperactivación del sistema de la
NA, los tratamientos farmacológicos se sirven del uso de compuestos
agonistas de los receptores α2 como la clonidina o inhibidores de la
recaptación de la noradrenalina (ISRN) para tratar la sintomatología
(Dell'Osso y cols., 2010; Dowben, Grant y cols., 2011). Mediante
el uso de los denominados β bloqueantes, como el propanolol, se
consigue reducir la sintomatología clínica relacionada con el sistema
nervioso autónomo (palpitaciones, sudoración, etc..), pero no para la
sintomatología psíquica (Maes y cols., 2002).
Sistema dopaminérgico: La dopamina (DA) se sintetiza a
través de una serie de reacciones químicas iniciadas a partir de
la tirosina. Se cataboliza a través de la MAO o de la COMT
como en el caso de la NA. Las principales vías dopaminérgicas son:
la nigroestriatal (implicada en el control motor), la mesolímbica
(asociada a los sistemas de refuerzo) y la mesocortical (implicada en
la esquizofrenia) (Figura 6B). En relación con los procesos ansiosos,
ha sido relacionada principalmente con el trastorno de fobia social
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2.3. Psicobiología de la ansiedad
(Bell y cols., 2013). El ácido homovanílico (AHV), un subproducto
de la catabolización de la DA, ha sido utilizado como medida
aproximada del nivel de DA. Una reducción en la actividad del
sistema dopaminérgico ha sido relacionada con los procesos ansiosos
en el trastorno de fobia social (Bell, Bhikha y cols., 2013), ya que
se han encontrado niveles reducidos de AHV en pacientes con fobia
social y trastorno de angustia respecto a pacientes que presentaban
trastorno de angustia únicamente (Johnson y cols., 1994). Por otro
lado, un estudio mediante el uso de SPECT ha demostrado una
reducción en la unión de la DA a los receptores D2 en este trastorno
(Schneier y cols., 2008).
Conclusiones: Como hemos podido comprobar a lo largo
de esta sección, los trastornos de ansiedad llevan implícita una
gran complejidad neuroquímica que implica diversos sistemas
de neurotransmisión y que además se encuentra condicionada
por las diversas interacciones que entre ellos se producen. Ello
se debe por ejemplo a la presencia compartida de receptores
como los autoreceptores α2 del sistema noradrenérgico, que se
encuentran también presinápticamente en el sistema serotoninérgico
y dopaminérgico (Trendelenburg y cols., 1994; Trendelenburg y cols.,
1994). En la actualidad se trabaja con fármacos que pueden actuar
sobre varios sistemas simultáneamente como los inhibidores de la
recaptación de NA y la 5HT (IRNS), y en la inclusión de otros
sistemas de neurotransmisión para el tratamiento de los trastornos
de ansiedad como el sistema glutamatérgico (Farach, Pruitt y cols.,
2012).
25
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 
Dipòsit Legal: T.1558-2013 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 





3.1. Introducción teórica e importancia en
la investigación
El desarrollo de los modelos animales de ansiedad y de nuevos
compuestos para el tratamiento de sus trastornos han discurrido
paralelamente a los largo de muchas décadas. De hecho, desde el año
1912 en el que se introdujo por primera vez en la práctica clínica el
fenobarbital como hipnótico hasta 1987 en el que se aprobó el primer
SSRI denominado uoxetina, encontramos también el desarrollo de
la mayor parte de los denominados tests clásicos de ansiedad para
animales de investigación (Cryan y Sweeney 2011). Este desarrollo
conjunto se debe principalmente a las altas tasas de prevalencia de los
trastornos de ansiedad en los países desarrollados (consultar Capítulo
2) y a los altos costes derivados de los ensayos preclínicos en humanos
que, además, presentan altas tasas de efecto placebo (Lako 2002).
A pesar de las obvias objeciones que se pueden argumentar en
contra de la igualdad conceptual entre la ansiedad como experiencia
humana y la ansiedad en animales, es importante destacar que dichos
modelos no pretenden en ningún caso ser un equivalente directo
entre ambos tipos de ansiedad. Los modelos animales de ansiedad
consideran que la ansiedad en animales es análoga a la ansiedad
en humanos pero no homóloga (Ohl 2005). Es importante destacar
también que en la actualidad el término `modelo animal de ansiedad'
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
se utiliza indistintamente para referirse a dos enfoques totalmente
distintos. Por un lado encontramos el abordaje de la ansiedad desde la
genética y su expresión fenotípica. Bajo este punto de vista un modelo
animal de ansiedad sería una determinada cepa que expresa de forma
estable un patrón alterado de conducta ansiosa. Por otro lado el
mismo término se utiliza también para denir aquellos paradigmas
a partir de los cuales se han generado los diversos tests capaces
de evaluar los niveles de ansiedad en animales (Cryan y Slattery
2007). A partir de ahora siempre se interpretará la expresión desde
la segunda conceptualización, aunque consideramos que la distinción
es forzada ya que ambos enfoques deben necesariamente interactuar
en la práctica de la investigación.
Tipo de validez Concepto
Validez aparente Manifestación similar de síntomas
respecto a la situación clínica
Validez de constructo Similares bases biológicas
Validez predictiva Respuesta a compuestos clínicamente
efectivos
Validez etológica Inducida por un estímulo similar al
de la situación clínica
Validez convergente Convergencia con las medidas
realizadas en otros modelos
basados en el mismo constructo
Validez divergente Divergencia con las medidas
realizadas en otros modelos
basados en diferente constructo
Cuadro 3.1: Requisitos de validez en los modelos animales de
ansiedad. Adaptado de Geyer y Markou (2002)
Se ha propuesto que un modelo animal, para ser considerado
válido, debería cumplir idealmente diferentes tipos de validez teórica
(Cuadro 3.1). No obstante, la presencia de un elevado nivel de
abilidad y de validez predictiva serían los más importantes a la
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3.1. Introducción teórica e importancia en la investigación
hora de estimar la validez general del modelo (Geyer y Markou
2002). En una propuesta más reciente, se considera la validez de un
modelo a partir de tres premisas. La primera requiere la correlación
signicativa entre la conducta de los animales y sus bases bioquímicas
o siológicas y que éstas se expresan isomórcamente en humanos.
La segunda expone que, en ausencia de la primera premisa, quede
conservada la función biológica entre humanos y animales, es decir,
su cometido para preservar la vida y la especie. Y la tercera, que
queden conservados los mecanismos neurales entre ambos (Treit y
cols., 2010).
En la actualidad disponemos de una gran variedad de modelos
animales de ansiedad entre los que encontramos: el test del laberinto
en cruz elevado, el test del campo abierto, el test de hipertermia
inducida por estrés, el test de luz-oscuridad y el test del tablero
agujereado entre otros (para una revisión consultar (Hart y cols.,
2010)). Queda lejos de las pretensiones de esta tesis explicar en
detalle cada uno de los diferentes modelos existentes. No obstante, sí
estableceremos la distinción principal entre dos grandes categorías:
los modelos condicionados y los no condicionados (Cuadro 3.2).
Respuestas Respuestas
condicionadas incondicionadas
Conicto de Vogel Test de luz-oscuridad
Evitación activa/pasiva Test del laberinto elevado
en cruz
Respuestas emocional Test del campo abierto
condicionada
Test de los cuatro discos Hipertermia inducida por
estrés
Supresión condicionada Test del tablero agujereado
de la conducta de beber
Cuadro 3.2: Clasicación de algunos de los modelos animales de
ansiedad más utilizados.
Esta distinción se realiza en función de la naturaleza condicionada
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
o no condicionada de la respuesta producida por un estímulo que
se considera ansiógeno (Bourin y cols., 2007). Mientras que los
modelos condicionados permiten un control más estable de la línea
basal ansiosa de los animales presentan inconvenientes entre los que
podemos destacar: largos periodos experimentales, la necesidad de
deprivación o la administración de descargas eléctricas. Los modelos
no condicionados, en cambio, poseen una mayor validez etológica,
requieren de tiempos de experimentación más cortos y permiten
una menor inuencia de los procesos relacionados con la memoria o
confusiones interpretativas derivadas de la deprivación. Sin embargo,
poseen una alta variabilidad en el establecimiento de la línea basal
ansiosa (Rodgers y cols., 1997).
3.2. Paradigma de aproximación/evitación
Los modelos basados en el paradigma de aproximación/evitación
se desarrollaron principalmente a partir de las observaciones
realizadas en ratas por Montgomery y Monkman (1955). Dichas
observaciones ponían de relieve la presencia de un potencial conicto
de preponderancia entre la natural tendencia a explorar (curiosidad)
de los animales y el posible peligro (miedo) derivado de la exposición
a nuevos contextos situacionales. En la actualidad disponemos de
abundante literatura que demuestra la presencia de dicho conicto y
su existencia es ampliamente aceptada (Rodgers, Cao y cols., 1997;
Bourin, Petit-Demouliere y cols., 2007). Los modelos desarrollados
a partir de este paradigma gozan de una gran validez etológica,
ya que se basan en las respuestas conductuales naturales elicitadas
por la situación contextual y, en comparación con los modelos
condicionados, parecen presentar una mayor analogía con la ansiedad
humana (Bourin, Petit-Demouliere y cols., 2007). De la anterior
argumentación se puede deducir que uno de los primeros requisitos
necesarios en cualquier modelo basado en este paradigma es que
permita a los animales exhibir aquellas conductas naturales y propias
de la especie que están relacionadas con la ansiedad (Ohl 2005). En
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3.2. Paradigma de aproximación/evitación
segundo lugar, deben contener aquellos estímulos que han demostrado
inducir ansiedad o sensación de peligro en los animales. En roedores
los más utilizadas son: la elevación (relacionada con la posibilidad de
caída) o la desprotección de zonas abiertas y de zonas iluminadas
(ambas relacionadas con la predación) (Montgomery y Monkman
1955; Belzung y Lepape 1994).
A partir de este paradigma se han desarrollado algunos de los
modelos animales para el estudio de la ansiedad más utilizados en la
actualidad. Entre ellos encontramos el laberinto elevado en cruz (plus
maze), el laberinto circular elevado (zero maze), el test del campo
abierto (open eld test) o el test luz-oscuridad (light/dark test) (Hall
1936; Crawley y Goodwin 1980; Pellow y cols., 1985; Shepherd y
cols., 1994) aplicados principalmente en la evaluación de la ansiedad
en ratones y ratas (Figura 3.1).
Estos laberintos combinan la exposición a nuevos contextos
situacionales con la presencia de estímulos más o menos ansiógenos
permitiendo al animal exhibir de forma natural su conducta ante
ellos. De forma más concreta, el laberinto circular elevado y el
laberinto elevado en cruz presentan zonas protegidas mediante
paredes y zonas desprotegidas, abiertas a la exposición que, además,
se encuentran elevadas sobre el suelo (Pellow, Chopin y cols., 1985;
Shepherd, Grewal y cols., 1994). El test del campo abierto permite
a los roedores exponerse de una forma más directa en la parte
central del laberinto y protegerse en las zonas periféricas próximas
a las paredes (Hall 1936). Por último, el test luz-oscuridad, permite
a los roedores aventurarse en una zona profusamente iluminada o
guarecerse en el compartimento oscuro (Crawley y Goodwin 1980)
(Figura 3.1).
Es en base a la conducta expresada por los roedores en
estos contextos y, en función de las posibilidades ofrecidas por la
construcción de cada laberinto, como estableceremos los niveles de
ansiedad de los animales (Ohl 2005; Bourin, Petit-Demouliere y cols.,
2007).
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
Figura 3.1: Laberinto elevado en cruz (plus maze) (Panel A).
Laberinto circular elevado (zero maze) (Panel B). Test del campo
abierto (open eld test) (Panel C). Test luz-oscuridad (light/dark
test) (Panel D). Adaptado de Cryan y Holmes (2005).
3.2.1. Laberinto circular elevado (Zero maze test)
El laberinto circular elevado fue desarrollado como una
modicación del laberinto elevado en cruz para tratar de resolver
algunos problemas presentes en su predecesor (Shepherd, Grewal y
cols., 1994). A pesar de ello, el laberinto elevado en cruz goza de una
gran popularidad como modelo animal de ansiedad en la actualidad
y ha sido utilizado de forma muy generalizada (Carobrez y Bertoglio
2005; Walf y Frye 2007). Dicho laberinto se basa en la capacidad
para inducir ansiedad de las zonas elevadas y abiertas frente a las
zonas cerradas y es comúnmente utilizado según una variación que
fue propuesta por Lister (1987).
Se considera que los animales más ansiosos tienden a pasar menos
32
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 
Dipòsit Legal: T.1558-2013 
 
3.2. Paradigma de aproximación/evitación
tiempo en las zonas desprotegidas y a entrar menos veces en ellas
para explorarlas. Sin embargo, la conguración del laberinto elevado
en cruz contiene una zona central en la que los animales acostumbran
a pasar entre un 20-30% del tiempo total de la prueba y cuya
interpretación es ambigua (Lee y Rodgers 1990; Rodgers y cols.,
1992). Para solucionar este problema y permitir una exploración
continua evitando zonas de nal de recorrido, como la parte nal
de los brazos del laberinto elevado en cruz, Shepherd, Grewal y
cols., (1994) propusieron una nueva conguración que daría lugar
al denominado laberinto circular elevado (zero maze) (Figura 3.2).
Figura 3.2: Distribución de zonas en el laberinto elevado en cruz
(Panel A) y en el laberinto circular elevado (Panel B).
Como se puede observar en la gura 3.2, el laberinto circular
elevado contiene un par de zonas protegidas por paredes y dos
zonas desprotegidas. Todo el conjunto se encuentra elevado sobre
el suelo y permite al animal avanzar continuamente si lo desea ya
que han sido eliminados los tramos nales y las esquinas. La línea
basal ansiosa de los animales se determina a través del registro
de diferentes parámetros durante el tiempo de administración del
test que suele ser 5 ó 10 minutos (Shepherd, Grewal y cols., 1994;
Walf y Frye 2007; Hart, Bergner y cols., 2010). Existe una gran
variedad de parámetros que han sido relacionados con la ansiedad
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
principalmente en experimentos con roedores. Los más clásicos son
el tiempo que el animal permanece en el área abierta y la latencia
en realizar la primera entrada en el área desprotegida. A más tiempo
pasa el animal en la zona desprotegida se considera menos ansioso.
Al contrario, una elevada latencia se interpreta como un mayor nivel
de ansiedad (Lister 1987; Shepherd, Grewal y cols., 1994). Por otro
lado, encontramos algunos parámetros que han sido denominados
'conductas de evaluación del riesgo' (Blanchard y cols., 1990). Una
de las más usuales son los 'head dips' que tienen lugar cuando el
animal saca la cabeza por debajo del círculo del laberinto (mirando
hacia el suelo) y que se puede producir en las zonas desprotegidas
o en el límite entre ambas zonas. A mayor número de head dips
consideramos que el animal presenta un menor nivel de ansiedad
(Blanchard, Blanchard y cols., 1990; Shepherd, Grewal y cols., 1994).
Otra conducta de evaluación del riesgo es la denominada conducta
de atención extremada o `stretched attend posture' (SAP). Dicha
conducta se produce cuando el animal se estira y explora olfateando
sin moverse del sitio para después retornar a su posición inicial. Un
incremento en el número de estas conductas se relaciona con elevados
niveles de ansiedad (Blanchard, Blanchard y cols., 1990; Shepherd,
Grewal y cols., 1994; Kulkarni y cols., 2007).
Otro parámetro que se registra y que forma parte del repertorio
conductual de los roedores son los `rearings'. En esta conducta el
animal se eleva apoyándose en las dos patas traseras para explorar
las aristas superiores del laberinto en la mayoría de ocasiones.
Se considera que un incremento en el número de rearings está
relacionado con un incremento en los niveles de actividad exploratoria
general del animal o con sus niveles de actividad vertical (Rodgers,
Cao y cols., 1997; Weiss y cols., 1998), aunque algunos autores lo
sugieren como un parámetro relacionado con la ansiedad cuando
los valores son bajos (Hart, Bergner y cols., 2010). Otro parámetro
que genera una gran confusión y falta de consenso es el número
de entradas en las zonas desprotegidas (Bourin, Petit-Demouliere
y cols., 2007). En la literatura cientíca podemos encontrar dicho
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3.3. Limitaciones de los modelos incondicionados
parámetro interpretado como un índice de actividad o de ansiedad
indistintamente y algunos autores lo han propuesto como parámetro
puro de ansiedad (Lister 1987) o de naturaleza mixta (Rodgers
y Johnson 1995). Por último, otros parámetros como el número
de defecaciones, el número de micciones o las conductas de aseo
`groomings' han sido relacionadas también con la ansiedad (Rodgers,
Cao y cols., 1997).
El laberinto circular elevado ha sido validado para su uso en ratas
(Shepherd, Grewal y cols., 1994; Mombereau y cols., 2007; Braun y
cols., 2011) y recientemente en ratones (Kulkarni, Singh y cols., 2007;
Mathiasen y cols., 2008). No obstante, dichas validaciones en el caso
de ratones, han sido realizadas con un escaso número de cepas y el
número de estudios disponibles en la actualidad también es escaso. La
suposición de validez del laberinto circular elevado ha sido heredada
en gran medida por los estudios realizados en el laberinto elevado
en cruz del que sí disponemos de abundante literatura cientíca al
respecto (Carobrez y Bertoglio 2005). En este sentido, se considera
que el laberinto circular elevado goza de validez etológica, ya que
utiliza estímulos naturales que pueden elicitar respuestas ansiosas en
humanos (Dawson y Tricklebank 1995). De igual forma se le atribuye
validez aparente, validez de constructo y validez predictiva (Walf y
Frye 2007).
3.3. Limitaciones de los modelos
incondicionados
Como en cualquier modelo cientíco de investigación, y a
pesar de las muchas virtudes descritas hasta el momento, los
modelos animales para el estudio de la ansiedad presentan algunas
limitaciones que deben ser tenidas en consideración a la hora de
abordar el proceso experimental y en la posterior interpretación
de resultados (Bouwknecht y Paylor 2008). Desafortunadamente,
en la mayoría de ocasiones dichas distorsiones no son tenidas en
cuenta, fundamentalmente por la aplicación del método como una
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simple ejecución de instrucciones y una interpretación rígida de
los datos obtenidos. En los siguientes apartados, trataremos de
comentar algunas de las limitaciones más importantes centrando
nuestra atención en el laberinto circular elevado y utilizándolo como
modelo de ejemplo.
3.3.1. Nivel basal de ansiedad y capacidad de
detección
La limitación impuesta por el nivel basal de ansiedad de los
animales utilizados en el experimento, viene dada por un simple pero
evidente hecho. Resulta imposible reducir los niveles de ansiedad
de animales que no muestran respuestas ansiosas a nivel basal, es
decir, en la exposición al nuevo contexto y sin tratamiento alguno. De
igual forma, no podremos elevar los niveles de ansiedad de animales
que muestran una reacción ansiosa extrema (Bouwknecht y Paylor
2008). En este caso podemos considerar que se ha producido en
la prueba un `efecto suelo' o `efecto techo' respectivamente. En la
actualidad, podemos encontrar en la literatura cientíca ejemplos de
ambos casos (Hascoet y Bourin 1998; Kulkarni, Singh y cols., 2007).
Dicho problema es fácilmente identicable si tomamos como ejemplo
uno de los parámetros espacio-temporales más utilizados en estos
modelos: el tiempo de exploración en el contexto ansiógeno.
A nivel teórico, el tiempo máximo que el animal puede exponerse a
dicho contexto es el 50% del tiempo total de la prueba, considerando
un margen de ± 10% aproximadamente (Bouwknecht y Paylor 2008).
Por ejemplo, en un ensayo de 5 minutos utilizando el laberinto
circular elevado como modelo, podemos considerar que los animales
no presentan ansiedad si pasan entre 120 y 160 segundos en el área
desprotegida. Niveles inferiores indicarían la presencia de ansiedad
(preferencia por las áreas protegidas) y niveles superiores una
preferencia por las áreas desprotegidas, algo que no se puede explicar
a no ser que existan otras variables interriendo, como una posibilidad
mayor de escape en dicha zona (Figura 3.3).
En lo concerniente a otros parámetros como el número de entradas
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Figura 3.3: Denición teórica de las zonas identicables en el
parámetro `tiempo en el área desprotegida'.
o las conductas de evaluación del riesgo, se ha demostrado una clara
diferencia en los niveles basales de estos parámetros en función de
la cepa de ratón utilizada. Cabe al respecto destacar el estudio
comparativo realizado por Milner y Crabbe (2008) con 15 cepas
de ratón diferentes y en tres clásicos modelos incondicionados de
ansiedad: el laberinto circular elevado, el test del campo abierto y
el test luz-oscuridad.
Queda pues patente la importancia de la elección de la cepa de
ratón más adecuada al propósito experimental y a sus expectativas.
Cepas con elevados niveles de ansiedad ofrecen un amplio margen de
detección de efectos ansiolíticos, mientras que cepas con bajos niveles
de ansiedad, facilitan la detección de efectos ansiógenos. En el caso
de trabajar con tóxicos, de los cuales desconocemos a priori su acción,
resulta indispensable la elección de una cepa con niveles medios
de ansiedad y tener siempre en cuenta la limitación de detección
de la prueba a la hora de interpretar nuestros resultados. En la
actualidad, la cepa C57BL/6J es la más utilizada en estudios de
ansiedad (Bouwknecht y Paylor 2008) y ha sido recomendada como
cepa de elección (Hart, Bergner y cols., 2010).
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
3.3.2. Procedimiento experimental e inuencia
ambiental
Otra de las limitaciones a tener en cuenta en la utilización de
un modelo de ansiedad animal es la posible inuencia de variables
relacionadas con el procedimiento experimental. En una revisión al
respecto, Bourin, Petit-Demouliere y cols., (2007) han sugerido la
existencia de un gran número de condiciones que afectarían a los test
de base etológica a partir del análisis de los estudios realizados en el
laberinto elevado en cruz (Figura 3.4).
Figura 3.4: Condiciones experimentales que pueden afectar a la
respuesta conductual en el laberinto elevado en cruz. Adaptado de
Bourin, Petit-Demouliere y cols., (2007).
Por comentar alguno de ellos podemos citar, respecto al diseño
del aparato, el trabajo de Hagenbuch y cols., (2006) en el que se
observaron mayores niveles de ansiedad en los animales expuestos
al laberinto elevado en cruz con paredes opacas que con paredes
transparentes. Por otro lado, la inuencia del sexo y en particular del
ciclo estral de las hembras ha sido también demostrada y se contempla
en los protocolos más recientes (Walf y Frye 2007; Simpson y cols.,
2012). En lo referente al laberinto circular elevado, disponemos
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3.3. Limitaciones de los modelos incondicionados
de pocos estudios en la actualidad sobre la inuencia de dichas
condiciones. A destacar es la inuencia del amansamiento que ha sido
ampliamente descrita en ratas pero no en ratones y los resultados
contradictorios respecto a la estabularización en cajas individuales
(Voikar y cols., 2005; Arndt y cols., 2006; Walf y Frye 2007; Kwak y
cols., 2009).
Por último, resulta interesante comentar que esta inuencia
ambiental acaba afectando a los niveles basales de ansiedad de
los animales y en última instancia compromete la capacidad de
detección de la prueba como se ha explicado en el apartado anterior
(Bouwknecht y Paylor 2008).
3.3.3. Interpretación de los parámetros (Ansiedad
vs Actividad)
Uno de los principales problemas que encontramos en los
modelos animales de ansiedad basados en el paradigma de
aproximación/evitación es encontrar índices de ansiedad y de
actividad que resulten ables. Es requisito de cualquier test obtener
una consistencia interna suciente que permita identicar parámetros
que estén altamente relacionados entre sí y que, en última instancia
puedan ser relacionados con algún criterio externo.
En los primeros modelos adaptados de los trabajos de
Montgomery y Monkman (1955) se siguió la denominada `teoría de
los dos factores'. En ella se asumía que la exploración en los animales
era instigada por sistemas `motivacionales' independientes de los
mecanismos de miedo/ansiedad (Weiss, Wadsworth y cols., 1998). Sin
embargo, la realidad de esta teoría, que establece una diferenciación
clara entre actividad exploratoria y ansiedad, ha sido cuestionada
sistemáticamente los últimos años (Ramos 2008; Ennaceur 2012).
A éste tema, que es motivo de desacuerdo aún hoy día, se han
dedicado diversos estudios para intentar esclarecer la existencia de
dicha independencia. Por un lado se han realizado estudios mediante
análisis de componentes principales, y análisis factoriales, tanto
exploratorios como conrmatorios, de la conducta de los animales
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
para intentar determinar la dimensionalidad en diversos modelos
(Rodgers y Johnson 1995; Rodgers, Cao y cols., 1997; Wall y Messier
2000; Clement y cols., 2007).
Sin embargo, no existe una estructura dimensional estable
que pueda ser replicable y las conclusiones sobre la misma son
contradictorias. En un reciente estudio con 15 cepas diferentes de
ratón se ha concluido que, de hecho, las conductas relacionadas
con la ansiedad y con el nivel de actividad general se encuentran
relacionadas y no son fácilmente disociables (Milner y Crabbe
2008). Por otro lado, en estudios de validación farmacológica, dicha
independencia también ha sido cuestionada mediante el uso de
estimulantes del sistema nervioso central como la d-anfetamina
que han demostrado ser capaces de producir 'falsos positivos'
modicando los parámetros tradicionales y comúnmente aceptados
como indicadores de los niveles de ansiedad (Dawson y cols., 1995;
Weiss, Wadsworth y cols., 1998).
Los resultados de estos dos tipos de estudios tienen consecuencias
directas sobre la validez de los modelos. En particular, la
imposibilidad de distinguir dimensiones claramente independientes
en los diferentes modelos compromete la abilidad de los mismos.
Por otro lado, los estudios farmacológicos que han demostrado
la capacidad de producir falsos positivos de algunas substancias
comprometen la validez predictiva del modelo. A todo esto, debemos
añadir los resultados contradictorios entre estudios que utilizan
diferentes modelos animales de ansiedad (Mathiasen, Mirza y cols.,
2008; Clement y cols., 2009; Braun, Skelton y cols., 2011). La falta de
coherencia entre los resultados obtenidos entre modelos basados en el
mismo paradigma compromete la validez convergente de los mismos.
Como se puede concluir de las líneas anteriores y a pesar
del largo recorrido que los modelos animales de ansiedad basados
en el paradigma de aproximación/evitación tienen en la literatura
cientíca, la discusión acerca de su validez y la interpretación de sus
resultados sigue siendo un tema de debate en la actualidad. Podemos
por ello encontrar actualmente diferentes proposiciones para intentar
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3.3. Limitaciones de los modelos incondicionados
solucionar dichas limitaciones proponiendo nuevas conguraciones
físicas de los tests para aumentar la riqueza estimular de los mismos
y explorar una posible dimensionalidad de las pruebas o distinguir
entre miedo y ansiedad (Ramos y cols., 2008; Michalikova y cols.,
2010; Ennaceur 2012; Haller y Alicki 2012).
3.3.4. Traslación de los resultados a humanos
Como se ha comentado en el capítulo 2 de esta tesis, la
conceptualización de la ansiedad sigue generando discusión hoy día.
Los principales problemas radican en la separación entre los conceptos
de ansiedad y miedo. En una investigación sobre siopatología de los
circuitos neurales de la ansiedad en roedores, Crestani y cols., (1999)
sugirieron que `Los estados ansiosos en humanos están caracterizados
por conductas de evitación del daño y un sesgo en la interpretación
de los estímulos amenazantes' (p. 833). Sin embargo, el`freezing ' o
`quedarse paralizado' es una conducta de evitación del daño que ha
sido relacionada con el miedo en animales (Lang, Davis y cols., 2000).
La falta de consenso entre la literatura clínica y la cientíca hace
difícil diseñar modelos animales de ansiedad con una mayor validez
aparente.
Por otro lado, resulta evidente que es imposible simular en
animales algunos síntomas de los trastornos de ansiedad dependientes
de complejos conceptos cognitivos como 'el miedo a perder el control '
o 'el miedo a enloquecer '. Ningún modelo animal podrá emular
totalmente ningún trastorno de ansiedad y debe entenderse como una
aproximación al mismo (Arguello y Gogos 2006). Aunque algunos
nuevos enfoques como la traslación inversa pueden ayudarnos a
generar modelos de ansiedad más efectivos mediante el estudio, por
ejemplo, de la conducta exploratoria en humanos (Perry y cols.,
2009).
Por último, los modelos animales deberían reproducir la
dimensionalidad de la ansiedad encontrada en humanos. A este
respecto, la clásica distinción entre ansiedad estado y ansiedad rasgo
ha sido asumida dentro de los modelos animales de ansiedad bajo
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Capítulo 3. Modelos animales de ansiedad
la consideración de que la ansiedad estado estaría elicitada por las
diferentes pruebas de evaluación mientras que la ansiedad rasgo
correspondería a los diversos modelos genéticos y sus variaciones
en la expresión fenotípica de la misma (Ohl 2005). Sin embargo,
recientes propuestas sobre la multidimensionalidad de la ansiedad
en roedores nos alejan de dicho propósito. Entre ellas encontramos la
hipótesis de que cada modelo estaría evaluando un rasgo diferente
de la emocionalidad de los animales pero que compartirían como
elemento común la ansiedad (Ramos 2008).
En la actualidad, todos estos problemas se incrementan debido
al desarrollo de nuevas aproximaciones a la ansiedad mediante la
proposición de su estudio en otros animales como el pez cebra
que nos aleja de los supuestos de validez y presenta mayores
problemas de traslación de resultados (Cachat y cols., 2010). Por
otro lado, encontramos nuevas proposiciones que, a través de la
manipulación farmacológica o ambiental intentan especializarse en
algunos trastornos de ansiedad como la crisis de angustia, el trastorno
obsesivo compulsivo o la fobia social para hacer más plausible la
traslación (Andersen y cols., 2010; Barsy y cols., 2010; Klein y cols.,
2010).
La traslación de resultados entre animales y humanos respecto
a la ansiedad presenta múltiples limitaciones pero, a pesar de ello,
los modelos animales de ansiedad son un instrumento indispensable
en la investigación actual. Por este motivo, es necesaria una mayor
integración entre los resultados provenientes de la investigación
clínica y la neurociencia para poder generar y adaptar los modelos
existentes en base a un consenso conceptual entre los investigadores
dedicados a esta tarea.
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Hipótesis y Objetivos
1.1. Propósito y fundamento
En la actualidad, los estudios sobre los efectos neuroconductuales
derivados de la exposición a tóxicos son una importante herramienta
para preservar la salud mental de la población. La extensión de
este campo de investigación ha crecido notablemente en los últimos
años. Este trabajo empieza como uno más de los muchos estudios
centrados en la evaluación de dichos efectos producidos por uno de
los tóxicos ambientales que más literatura cientíca está generando
en los últimos años, los PBDEs. Sin embargo, ante los problemas
detectados en la interpretación de los resultados del mismo y siendo
conscientes de que la validez de los mismos se sustenta en la correcta
interpretación de las pruebas que se administran en este tipo de
estudios, esta tesis se focaliza inmediatamente en un intento de
solución a dichos problemas a través del estudio de la teoría de uno
de los modelos animales disponibles para evaluar alteraciones en los
niveles de ansiedad, el laberinto circular elevado. Por lo tanto, este
trabajo a diferencia de la mayoría de tesis, se mueve desde lo asumible
a lo cuestionable y no a la inversa, en un intento por dilucidar el
fundamento y validez del modelo.
1.2. Hipótesis
La exposición a PBDEs y en concreto a deca-DBE es capaz
de producir alteraciones neuroconductuales en población adulta que
pueden ser detectadas de forma ecaz a través de los modelos
animales disponibles para evaluarlas.
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1.3. Objetivo general
Evaluar los efectos neuroconductuales derivados de la exposición
a deca-BDE y resolver los posibles problemas de interpretación
derivados de las pruebas administradas.
1.3.1. Objetivos especícos
• Evaluar los efectos neuroconductuales derivados de una
exposición subaguda a uno de los congéneres más bromados
de los PBDEs el deca-BDE sobre la ansiedad, el aprendizaje
y la memoria espacial.
• Analizar la inuencia de dos variables ambientales, el
amansamiento y el aislamiento social, en los niveles de
ansiedad evaluados mediante el laberinto circular elevado.
• Analizar la relación existente entre los parámetros de actividad
y los de ansiedad en el laberinto circular elevado y utilizarla
para generar un método que permita disociar la interacción
entre ambos.
• Evaluar la validez predictiva bidireccional del laberinto
circular elevado y la presencia de elementos de confusión en la
interpretación de los efectos relacionados con la actividad que
puedan dar lugar a la aparición de falsos positivos.
46
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 
Dipòsit Legal: T.1558-2013 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 




1.1. Animales de experimentación
Para la realización de los dos primeros experimentos se utilizaron
54 ratones machos wild type y 18 ratones machos transgénicos del
modelo Tg2576 cuyo background genético procede de la mezcla de
las cepas C57BL6 y SJL (Lille Skensved, Dinamarca). Para el tercer
experimento se utilizaron 99 ratones macho de la cepa C57BL/6J
(obtenidos de Charles River, CRIFFA, Barcelona, España). Los
animales fueron acomodados en el estabulario en cajas estándar
de policarbonato (220 x 220 x 145 mm) sobre estanterías jas
suministradas por PanLab S.L.U.
Las condiciones ambientales se mantuvieron constantes con una
temperatura de 22 ± 2 Co, una humedad relativa de 50 ± 10% y
un ciclo de luz-oscuridad constante de 12 horas diarias (luz: 08:00 a
20:00 h). Todos los animales dispusieron de acceso libre a la comida
(pienso para roedores suministrado por Harlan, Barcelona, España)
y agua del servicio municipal ad libitum.
Los procedimientos utilizados en la experimentación fueron
protocolarizados y aprobados por el Comité Ético de Cuidado y Uso
animal de la Universitat Rovira i Virgili siguiendo los 'Principios
de cuidado del animal de laboratorio' establecidos en la directiva
2010/63/EU de la Unión Europea.
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Capítulo 1. Materiales generales
1.2. Tóxicos, fármacos y método de
administración
El éter de decabromodifenilo (BDE-209) bajo la denominación
de Saytex 102-E c© fue suministrado por LG Promochem, Barcelona,
España. El compuesto fue disuelto en aceite de girasol (Koipesol) y
se administró mediante sonda intragástrica al grupo correspondiente
a una dosis de 20 mg/kg/día durante 15 días. Dicha dosis ha
demostrado tener efectos adversos en estudios de neurodesarrollo
(Goodman 2009).
En el estudió de caracterización se utilizó clordiazepóxido
(Teofarma Iberica, Barcelona, España), picrotoxina (Sigma-Aldrich
Química, Madrid, España) y metilfenidato (Laboratorios Rubió,
Barcelona, España). Los compuestos fueron disueltos en suero
siológico y administrados intraperitonealmente a sus grupos
correspondientes 30 minutos antes de la prueba conductual. Las dosis
administradas fueron las siguientes: clordiazepóxido (2,5 mg/kg; 5
mg/kg y 10 mg/kg), picrotoxina (0,5 mg/kg; 1 mg/kg; 2 mg/kg) y
metilfenidato (2,5 mg/kg; 5 mg/kg y 10 mg/kg). Las dosis elegidas
para los compuestos se basaron en estudios realizados anteriormente
con estos fármacos (Niculescu y cols., 2005; Kulkarni, Singh y cols.,
2007; Mathiasen, Mirza y cols., 2008).
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2.1. Procedimiento de amansamiento
En la actualidad disponemos de pocos trabajos en los que se hayan
estudiado los efectos del amansamiento en ratones. Por otro lado, los
estudios que lo utilizan presentan una gran heterogeneidad respecto
a las formas y, en muchas ocasiones, éste se encuentra poco detallado.
En nuestro estudio el procedimiento de amansamiento fue realizado
por todos los experimentadores implicados en la posterior valoración
conductual. El protocolo fue aplicado durante 5 días consecutivos. El
tiempo aproximado del protocolo fue jado en 1 minuto por cada
animal. Cada día y a la misma hora se administró el protocolo
de amansamiento a los animales correspondientes de acuerdo a los
siguientes pasos:
• Coger al animal por la cola, colocarlo sobre el antebrazo e
identicarlo.
• Pesar al animal en la báscula trasladándolo otra vez cogido
por la cola.
• Colocar al animal de nuevo sobre el antebrazo y tratar de
acariciarlo.
• Colocar al animal sobre la palma de la mano y acercarla a su
caja para permitirle descender libremente.
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Capítulo 2. Métodos generales
2.2. Procedimiento de aislamiento social
La restricción de interacción social se realizó mediante el
alojamiento individual de los animales en las cajas. Aquellos animales
bajo la condición de aislamiento estuvieron alojados individualmente
durante 30 días antes de la valoración conductual. En este periodo
de tiempo no hubo interacción tampoco con los experimentadores
salvo aquellos animales que estuvieran asignados a la condición de
amansamiento.
2.3. Valoración conductual
2.3.1. Batería de observación funcional
La batería de observación funcional (FOB) fue desarrollada
originalmente por Moser (2000) para su utilización como método
de cribaje en estudios toxicológicos para ratas. La FOB fue
posteriormente adaptada para su uso en ratones (Sills y cols., 2000;
Franco-Pons y cols., 2007). En ella se evalúan de forma general los
efectos producidos por la exposición a tóxicos a través de 18 ítems que
cubren el correcto funcionamiento del sistema nervioso central (CNS)
y su excitabilidad, la posible afectación neuromotora y del sistema
autonómico así como la reactividad sensoriomotora. Esta valoración
se efectúa en tres contextos diferentes: mediante la observación de
la conducta del animal en su propia caja, en un campo abierto y
en respuesta a la manipulación y estimulación. En la observación
del animal en su propia caja se evalúa la actividad del animal a
través del número de rearings que realiza, las veces que come pienso
o bebe agua, su disposición a escalar colgándose de la rejilla superior
de la caja, la presencia de estereotipias, la cuanticación de las
conductas de aseo (groomings) y cualquier conducta que pueda ser
considerada anormal. Tras ser extraído de su caja, el experimentador
observa cómo responde a la manipulación, la dicultad para atraparlo
y su apariencia general. Posteriormente, en un campo abierto de
60 x 90 cm se evalúa la actividad general del SNC puntuando el
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2.3. Valoración conductual
nivel de alerta que presenta el animal y registrando el número de
rearings que realiza. Los efectos autonómicos se evalúan mediante
la cuanticación del número de micciones y defecaciones. El tono
muscular y el equilibrio se evalúan mediante la observación de la
marcha, la movilidad general, la capacidad de escalar por una rejilla
y el reejo natural de darse la vuelta cuando son colocados con el
dorso en el suelo. Finalmente, la reactividad sensoriomotriz se evalúa
a través de la reacción expresada por el animal ante el acercamiento
de un objeto, al tocarlo y al escuchar un ruido generado encima de
él (Golub y cols., 2004). En los anexos se pueden consultar las hojas
de registro con las conductas registradas en nuestro protocolo.
2.3.2. Laberinto acuático de Morris
El laberinto acuático de Morris es una prueba de conducta que
nos permite evaluar los posibles décits en aprendizaje y memoria
espacial en estudios neuroconductuales. Dicha prueba consiste en
una piscina circular llena de agua (diámetro: 1 m y profundidad: 60
cm) que contiene, en uno de los cuatro cuadrantes imaginarios que
podríamos delimitar mediante dos líneas ortogonales, una plataforma
(diámetro: 10 cm) sumergida 1 cm bajo la supercie del agua que el
animal deberá ir aprendiendo a localizar mediante señales situadas en
el exterior de la piscina (extralaberínticas) (Morris 1984) (Figura 2.1).
Al cuadrante que contiene dicha plataforma se le denomina cuadrante
objetivo.
En nuestro protocolo, los animales realizaron dos ensayos de
aprendizaje cada día (duración máxima: 90 s cada uno) durante
10 días. En cada ensayo el animal era colocado en la piscina en
un lugar de salida diferente situado en uno de los tres cuadrantes
que no contenían la plataforma. Una vez hallada la plataforma el
animal debía permanecer sobre ella 30 segundos. Si transcurrido el
tiempo máximo de cada ensayo, el animal no conseguía localizar
la plataforma, el experimentador colocaba al animal sobre ella
permitiéndole observar el entorno durante 30 segundos más. El
tiempo entre ensayo y ensayo fue jado en 30 minutos. En
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Capítulo 2. Métodos generales
el protocolo desarrollado en nuestro laboratorio se incluyó una
pared interna giratoria a la piscina para evitar que los animales
acabaran aprendiendo la posición de la plataforma mediante señales
intralaberínticas (defectos en las paredes de la piscina) y obligarlos, de
esta forma, a referenciarse en el exterior (Ribes y cols., 2008). Dicha
pared era cambiada de posición en cada ensayo aleatoriamente.
Figura 2.1: Distribución de cuadrantes y señales extralaberínticas en
la prueba del laberinto acuático de Morris.
En cada ensayo se midió la latencia de escape, es decir, el tiempo
que cada animal tardaba en encontrar la plataforma. Una reducción
paulatina en dicha latencia a lo largo de los ensayos nos sugiere que
se ha producido aprendizaje (Vicens y cols., 2003). Para evaluar la
capacidad de retención, en nuestro protocolo realizamos 5 ensayos de
prueba (probe trials) los días 3, 5, 8 y 10 antes de los dos ensayos
de entrenamiento excepto el 10 día que se realizó después. En dichos
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2.3. Valoración conductual
ensayos se retiró la plataforma sumergida del cuadrante objetivo y
se permitió a los animales nadar libremente durante 60 segundos.
De interés en este tipo de ensayos es el tiempo que los animales
pasan nadando en el cuadrante objetivo, es decir, en aquel cuadrante
en el que deberían encontrar la plataforma. Un ensayo de prueba
adicional se realizó también transcurridas 72 del último ensayo de
entrenamiento. Todas las mediciones fueron realizadas a través de una
videocámara situada en la parte superior del laberinto y conectada
a un ordenador que realizaba la gestión del material visual mediante
el software Etho-Vision c© v3.0 (Noldus Information Technologies,
Wageningen, Paises Bajos).
2.3.3. Caja de luz-oscuridad
El test luz-oscuridad fue desarrollado como modelo de ansiedad
por Crawley y Goodwin (1980) y ha sido varias veces objeto de
revisión (Hascoet y Bourin 1998; Bourin y Hascoet 2003). El aparato
utilizado en nuestros experimentos está basado en dichos estudios
y consiste en una caja de metacrilato de 45 x 27 x 27 cm con
una tapa en la parte superior. Dicha caja se encuentra dividida
en dos compartimentos. Uno de los compartimentos es negro y
el otro es blanco y posee una fuente de iluminación en la parte
superior adherida a la tapa que, en el caso del compartimento
blanco es transparente para permitir observar al animal. Entre ambos
compartimentos, en la pared central que divide la caja, se encuentra
una apertura de 7,5 x 7,5 cm que permite al animal pasar de un
compartimento a otro libremente.
Los indicadores de ansiedad más utilizados en este modelo animal
de ansiedad son: el número de transiciones que el animal realiza
entre compartimentos y el tiempo que el animal pasa en uno u otro
compartimento. Considerando más ansioso a aquel animal que pasa
menos tiempo en el compartimento iluminado. Este aparato también
permite realizar otro tipo de mediciones como el número de rearings,
el número de micciones y el de defecaciones. En nuestro protocolo,
el animal era transportado al compartimento oscuro y, tras cerrar la
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Capítulo 2. Métodos generales
tapa, se le permitió explorar el aparato libremente durante 5 minutos.
Una vez nalizado el tiempo y registrados los parámetros, el laberinto
se limpió con una solución de etanol al 50% para evitar que los
posteriores animales pudieran percibir el olor de los animales que
ya habían pasado la prueba.
2.3.4. Laberinto circular elevado
El laberinto circular elevado se basa en la capacidad para generar
ansiedad en roedores de los espacios abiertos y elevados (Montgomery
y Monkman 1955). Se concibió como una modicación del laberinto
elevado en cruz para solventar algunos problemas de interpretación
relacionados con áreas ambiguas presentes en el mismo. Ha sido
validado para su uso en ratas (Shepherd, Grewal y cols., 1994)
y recientemente en ratones (Kulkarni, Singh y cols., 2007). Dicho
laberinto está formado por un aro blanco de 6 cm de ancho y
un diámetro exterior de 45 cm. Dicho aro se encuentra elevado 40
cm del suelo y está dividido en cuatro zonas. Dos de ellas poseen
paredes laterales (consideradas zonas protegidas) y las otras dos no
(consideradas zonas desprotegidas) (Figura 2.2).
A través del tiempo que los animales pasan en las zonas
desprotegidas se puede inferir el nivel de ansiedad que presentan.
Se considera de esta manera que el animal más ansioso pasará menos
tiempo en dichas áreas.
Figura 2.2: Estructura del laberinto circular elevado
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2.4. Estadística
No obstante existen una gran variedad de índices que han sido
relacionados con la ansiedad como la latencia en realizar la primera
entrada en una zona desprotegida, el número de entradas o el número
de head dips. A través del número de rearings puede ser evaluado el
nivel de actividad vertical de los animales y, dada su construcción,
permite realizar otras observaciones como el número de micciones,
defecaciones y conductas de aseo (groomings). En nuestro protocolo
los animales fueron transportados y depositados en una de las zonas
protegidas permitiendo al animal explorar libremente el laberinto
durante 5 minutos. Una vez transcurrido ese periodo de tiempo, y
tras registrar todos los parámetros descritos anteriormente, el animal
era devuelto a su caja y el laberinto era limpiado con una solución
de etanol al 50% para eliminar los olores que hubiera podido dejar
el animal.
2.4. Estadística
Para analizar los datos de este trabajo se utilizó el software de
análisis estadístico SPSS c© v17.0. La homogeneidad de la varianza
se analizó mediante el test de Levene. Las diferencias entre grupos,
excepto para el estudio de validación farmacológica, se realizaron
mediante test ANOVA seguido de las pruebas post-hoc con la
corrección de Tukey. En aquellos casos en que el diseño fue de medidas
repetidas se realizó un test ANOVA para medidas repetidas y las
pruebas post-hoc con la corrección de Bonferroni. Las comparaciones
entre los diferentes grupos de tratamiento y el grupo control se
realizó mediante t-test en el estudio de validación farmacológica. En
los casos de violación de supuestos estadísticos se utilizaron la U
de Mann-Whitney y el test de Kruskal-Wallis como alternativas no
paramétricas. Para el análisis de la corcondancia entre los parámetros
registrados de dos formas diferentes en el estudio de caracterización
farmacológica se utilizó el coeciente de correlación intraclase (ICC)
(Shrout y Fleiss 1979). El nivel de signicación se jó en p <0.05.
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Capítulo 1
Behavioral eects of oral subacute exposure to
BDE-209 in young adult mice: A preliminary
study
Dada la importancia que la investigación está dando al estudio de
los éteres difenílicos polibromados y su ya demostrada acumulación
en el medio ambiente, este trabajo se centró en la evaluación
de los efectos neuroconductuales derivados de una exposición
subaguda a BDE-209 en población adulta. En él se evaluó el
estado general del animal a través de la batería de observación
funcional, la ansiedad mediante el laberinto circular elevado y
la caja luz-oscuridad y, por último, la memoria espacial y la
retención mediante el laberinto acuático de Morris. Los resultados
no mostraron alteraciones signicativas en el estado general del
animal. No obstante, se pudo detectar un retraso en el aprendizaje
espacial en los animales expuestos a BDE-209. A destacar es la
incongruencia entre los resultados obtenidos en los dos modelos
animales de ansiedad utilizados. Mientras que la caja luz-oscuridad
no mostró diferencias signicativas, el laberinto circular elevado
evidenció diferencias signicativas que podrían ser interpretadas
como una reducción en los niveles de ansiedad de los animales
expuestos a BDE-209. Sin embargo, el hecho de presentar mayor nivel
de entradas en las zonas protegidas en este grupo y que resultaran
signicativas respecto al grupo control, sugiere que los resultados
podrían deberse a la interferencia de el nivel general de actividad de
los animales intoxicados. El problema se acrecentó al comprobar que
en la literatura cientíca al respecto este parámetro es interpretado
como indicador de alteraciones en los niveles de ansiedad y actividad
indistintamente.
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Capítulo 2
Individual housing and handling procedures
modify anxiety levels of Tg2576 mice assessed in
the zero maze test
Dado que los niveles basales de ansiedad podrían estar detrás
de la incapacidad para detectar diferencias signicativas en algunos
parámetros espacio-temporales relacionados con la ansiedad como el
tiempo en las áreas ansiógenas, en este estudio se evaluó la capacidad
del amansamiento y el aislamiento social para modicar los niveles
iniciales de ansiedad en el laberinto circular elevado bajo la hipótesis
de que el amansamiento conseguiría reducirlos y el aislamiento
incrementarlos. Se utilizaron ratones Tg2576 que en procedimientos
experimentales deben ser sistemáticamente aislados debido a sus altos
niveles de agresividad. Los resultados mostraron que el aislamiento
social es capaz de incrementar los niveles de ansiedad de los animales
y que el amansamiento puede revertir dicho efecto. Debido a que en
los resultados se volvieron a encontrar diferencias signicativas en
el número de entradas entre algunos grupos, se realizó un estudio
detallado de su relación con el tiempo para poder encontrar una
expresión matemática que disociara los efectos correspondientes a
variaciones en los niveles de ansiedad de los efectos derivados de
cambios en los niveles de actividad. Los resultados mostraron que un
nuevo parámetro basado en esta relación y denominado 'Tiempo por
entradas' (TbE) es capaz de corregir el valor del tiempo en aquellos
grupos con diferencias signicativas en el número de entradas.
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Capítulo 3
Assessing anxiety in C57BL/6J mice: A
pharmacological characterization of the zero maze
test
Ante la escasez de estudios de validación farmacológica del
laberinto circular elevado con la cepa C57BL/6J y, sin embargo,
siendo esta cepa recomendada para estudios de ansiedad y una de las
más utilizadas en la actualidad, este trabajo se centró en evaluar la
capacidad bidireccional de este laberinto para detectar alteraciones en
los niveles de ansiedad mediante fármacos ansiolíticos y ansiógenos.
Adicionalmente, se introdujo un fármaco estimulante psicomotor para
producir alteraciones en los niveles de actividad y hallar una relación
disociativa como se hizo en el anterior estudio. Para complementar
el estudio fueron añadidos nuevos parámetros no testados hasta el
momento en validaciones farmacológicas y un análisis pormenorizado
minuto a minuto de algunos de ellos. Los resultados mostraron una
conducta paradójica de estos animales ante el agente ansiolítico
que podría ser interpretada como un incremento en los niveles de
ansiedad, así como un efecto en los parámetros relacionados con la
ansiedad debido al compuesto estimulante psicomotor. También se
observó una alta resistencia a los efectos del fármaco ansiógeno. Dada
la clara afectación de los niveles de actividad producida por el agente
ansiolítico, los resultados podrían también explicarse por la presencia
de un efecto sedante del compuesto, introduciendo una nueva variable
en la interpretación de los resultados obtenidos en el laberinto circular
elevado. El estudio pone en cuestión la abilidad de los resultados
interpretados literalmente cuando se utiliza esta cepa y la confusión
entre diferentes afectaciones.
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Discusión
En este trabajo hemos intentado abordar algunos de los
principales problemas hallados en la literatura reciente respecto a los
modelos animales de ansiedad. La preocupación por ellos se deriva de
los resultados obtenidos en un primer estudio prototípico del campo
de la neurotoxicología de la conducta. En el primer artículo de esta
tesis se analizaron los efectos derivados de la exposición subaguda
a BDE-209, un congénere de la familia de los PBDEs. Para ello
utilizamos ratones wild type con un background mixto resultante del
cruce de las cepas C57BL6 y SJL en apoyo a los argumentos de
algunos autores que sugieren que el uso de ratones con altos niveles
de polimorsmo genético hacen más fácil la posterior generalización
de los resultados (Koide y cols., 2011). Los resultados obtenidos
muestran un retraso en el aprendizaje a partir del análisis de los
diferentes ensayos de prueba realizados en el laberinto acuático de
Morris. Dicha conclusión podría estar apoyada por hallazgos recientes
que muestran una menor disponibilidad de acetilcolina debido a la
exposición a BDE-209 en ratones adultos (Liang, Gao y cols., 2010).
Los resultados obtenidos en la batería de cribado son de la misma
manera congruentes con las primeras observaciones realizadas por
Darnerud, Eriksen y cols., (2001) en las que no se observaron graves
alteraciones a nivel general.
Sin embargo, la interpretación de los resultados obtenidos en las
pruebas de ansiedad resultó más difícil. En los resultados podemos
observar una falta de congruencia entre dos tests basados en el mismo
paradigma para evaluar los niveles de ansiedad. Dicha incongruencia
podría deberse a las diferencias observadas en la línea basal de
ansiedad de los animales en las respectivas pruebas (Bouwknecht
y Paylor 2008). Mientras que en el laberinto circular elevado los
animales pasaron en torno al 6% del tiempo total en las áreas
desprotegidas, en la caja luz-oscuridad dicho porcentaje se elevó a
nivel basal hasta el 34% aproximadamente. Dicha diferencia dota
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Discusión
al laberinto circular elevado de una mayor resolución a la hora
de detectar diferencias relacionadas con los efectos ansiolíticos del
BDE-209 y además pone de maniesto la interacción hallada por
Mathiasen, Mirza y cols., (2008) entre la cepa y el modelo animal
de ansiedad utilizado. En nuestra discusión concluimos que el BDE-
209 redujo los niveles de ansiedad de los animales basándonos en
los resultados a nivel conductual, apoyándonos en estudios anteriores
que muestran que el BDE-209 puede ser metabolizado y reducido
a compuestos menos bromados que han demostrado actuar como
agonistas parciales de los receptores GABAA (Hendriks, Fernandes
y cols., 2010). Sin embargo, a nivel conductual dicha conclusión
se encuentra afectada por el incremento signicativo en el número
de entradas observado en el grupo intoxicado con BDE-209 y a la
imposibilidad de hallar en la literatura cientíca un criterio común
para interpretarlo como variación en los niveles de ansiedad o en los
niveles de actividad.
Con el ánimo de abordar métodos que nos permitieran ajustar los
niveles basales de ansiedad y de estudiar la relación existente entre
los niveles de actividad horizontal (mediante el número de entradas)
y los de ansiedad (a través del tiempo de exposición) se abordó el
segundo estudio. Lo abordamos mediante el uso del laberinto circular
elevado por haber mostrado una mayor sensibilidad. Continuamos
utilizando ratones con background genético mixto añadiendo ratones
transgénicos del modelo Tg2576. La elección no fue casual y está
basada en la amplia experiencia acumulada en nuestro laboratorio
trabajando con este modelo y una alteración al alza en los niveles
de actividad de estos ratones que ha sido observada de forma
consistente en anteriores estudios (Gil-Bea y cols., 2007; Ribes,
Colomina y cols., 2008). La presencia de dicha alteración garantizaba
la diferencia signicativa en los niveles de actividad horizontal y nos
permitía obtener datos para nuestro posterior análisis de relación.
En lo referente a los procedimientos de modicación de la línea
basal de ansiedad de los ratones, se escogieron dos procedimientos
sencillos aunque escasamente estudiados en ratones: el amansamiento
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Discusión
y el aislamiento social. Dado que los ratones Tg2576 son aislados
sistemáticamente debido a sus niveles de agresividad (Moechars y
cols., 1998) y son comparados con sus respectivos controles wild
type que sí pueden ser agrupados, la aplicación de los resultados
derivados de este estudio es directa en este modelo genético de
animales. Las conclusiones muestran que el aislamiento social de
los animales tiene efectos ansiógenos sobre los ratones wild type
y que estos efectos pueden ser revertidos mediante un sencillo y
corto procedimiento de amansamiento. Tanto el efecto ansiógeno
del aislamiento social como el efecto protector del amansamiento
frente al aislamiento ha sido previamente observado en anteriores
estudios (Arndt y cols., 2009; Kwak, Lee y cols., 2009). Sin embargo,
el amansamiento no pudo inducir ansiólisis en los animales que se
encontraban previamente agrupados. Por otra parte, la alteración
al alza en los niveles de actividad horizontal de los ratones Tg2576
quedó claramente evidenciada cómo se esperaba. Mediante un análisis
de relación entre el nivel de entradas y el tiempo de exposición se
pudo comprobar la existencia de una relación positiva entre ambos
parámetros con tendencia hacia la horizontalidad, en niveles de
actividad altos, generando una asíntota en torno al límite teórico
máximo para el valor del tiempo de exposición. La aplicación de
un corrector basado en una función aproximada a la ideal teórica
consiguió conservar las diferencias obtenidas en niveles de ansiedad
cuando la actividad no estaba signicativamente incrementada y
corregir los valores en el caso opuesto dando lugar a un nuevo índice
denominado `tiempo por entradas' (TbE).
A pesar de que algunos autores han relacionado el incremento en
el número de entradas con una reducción en los niveles de ansiedad
(Bakshi y Kalin 2002; Treit, Engin y cols., 2010), el tipo de relación
hallada parece indicar que dicho parámetro es con más probabilidad
un índice de actividad. Esta aseveración parece plausible si tomamos
como ejemplo un animal que pasa 90 segundos en el área desprotegida
realizando 4 entradas y otro que pasa el mismo tiempo realizando 10
entradas. No parece coherente interpretar estos resultados como un
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menor nivel de ansiedad del segundo dado que, aunque el tiempo de
exposición de ambos es equivalente, el primer animal ha conseguido
mantener dicha exposición de una manera más continuada. De
hecho, que puedan observarse incrementos signicativos en el número
de entradas tras la exposición a fármacos ansiolíticos solo puede
atribuirse a un descenso en los niveles de ansiedad asumiendo que
dicho fármaco no altera los niveles de actividad simultáneamente.
El tercer experimento responde a la necesidad derivada de la
escasa disponibilidad de estudios de validación farmacológica del
laberinto circular elevado en ratones. Tras los resultados obtenidos
en el anterior experimento, la intención fue la de realizar el mismo
procedimiento de disociación incorporando a la validación nuevas
medidas no incluidas en anteriores estudios de caracterización como
la distancia recorrida o el tiempo de movimiento entre otras.
Adicionalmente se realizó un detallado estudio minuto a minuto
de la evolución de los parámetros y se evaluó el grado de acuerdo
entre algunas medidas registradas mediante software de ordenador
y directamente por el experimentador. Para ello se decidió utilizar
ratones de la cepa C57BL/6J tras constatar que era una de la
más utilizadas en estudios relacionados con la ansiedad y que era
recomendada para este propósito a pesar de no contar con estudios
de caracterización especícos para algunos modelos animales de
ansiedad (Bouwknecht y Paylor 2008; Hart, Bergner y cols., 2010).
Revisando la literatura cientíca disponible se eligieron dos fármacos,
un agonista (clordiazepóxido) y un antagonista (picrotoxina) del
receptor GABAA, que habían sido utilizados previamente en estudios
de caracterización farmacológica (Kulkarni, Singh y cols., 2007;
Mathiasen, Mirza y cols., 2008). Para producir los incrementos al
alza en los niveles de actividad se utilizó el metilfenidato en base
a las observaciones realizadas por Niculescu, Ehrlich y cols., (2005)
sobre la capacidad de este fármaco para incrementar dichos niveles.
Los resultados obtenidos en este estudio no fueron los esperados
en las hipótesis iniciales. En concreto, los valores de los parámetros
tradicionales de ansiedad sugirieron como interpretación un aumento
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en los niveles de ansiedad tras la administración de clordiazepóxido.
Sin embargo, los indicadores del nivel de actividad se redujeron
drásticamente en las dosis más altas lo que podría deberse a un
efecto sedante del fármaco que apoya las conclusiones obtenidas en
otro estudio realizado por Mathiasen, Mirza y cols., (2008). Por
consiguiente, la corrección de los valores del tiempo no pudo realizarse
por la inclusión en los resultados de esta nueva variable. Solamente la
dosis más baja del fármaco ansiolítico consiguió alterar los parámetro
de ansiedad en la dirección esperada pero con una clara interferencia
de los niveles de actividad. A la inversa, se necesitaron altas dosis
de picrotoxina para observar un efecto ansiógeno del fármaco que fue
acompañado, al igual que en el caso anterior, de una reducción en los
niveles de actividad. Este comportamiento paradójico de los ratones
de la cepa C57 ha sido observado anteriormente en algunos estudios
(Crawley 1996; Tang y cols., 2005). La conclusión evidente es una
imposible disociación entre alteraciones en los niveles de ansiedad
y de actividad cuando se utiliza esta cepa en el laberinto circular
elevado. Sin embargo, en el estudio anterior hemos demostrado que,
sin la utilización de agentes químicos dicha disociación es posible
utilizando un background genético diferente. La explicación a estos
resultados puede deberse simplemente a la diferencia genética entre
los animales utilizados o a que la disociación es imposible porque el
sistema GABAérgico y en concreto los receptores GABAA podrían
estar relacionados tanto con el nivel de ansiedad como el de actividad.
Los resultados obtenidos con el metilfenidato fueron igualmente
inesperados. El fármaco no consiguió modicar al alza los niveles
de actividad de los ratones en ninguna de las dosis administradas.
Sin embargo, el metilfenidato mostró un claro perl ansiógeno en
los animales modicando parámetros tradicionales de ansiedad sin
alterar algunos parámetros de actividad como la distancia total
recorrida o el tiempo total que el animal paso en movimiento. Aunque
el posible efecto ansiógeno del metilfenidato ha sido observado en
algunos estudios realizados en animales, en la actualidad esta cuestión
es motivo de discusión (Sanchez-Perez y cols., 2012). Los resultados
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obtenidos con este fármaco ponen en evidencia que la disociación
entre alteraciones en los niveles de ansiedad y de actividad es posible
cuando se actúa a través de sistemas de neurotransmisión diferentes
al sistema GABAérgico. Sin embargo, dado el amplio espectro de
acción del metilfenidato que actúa sobre el sistema dopaminérgico y
noradrenérgico y, en menor medida sobre el sistema serotoninérgico
(Kuczenski y Segal 1997), resulta imposible relacionar los resultados
directamente con un sistema de neurotransmisión concreto. A esto
se añade la gran dicultad que supone la implicación de diversos
neurotransmisores en los procesos ansiosos y que han sido comentados
en la introducción. En cuanto a los datos analizados en fracciones
de un minuto los resultados muestran que el tiempo mínimo para
observar diferencias signicativas fue de 3 minutos.
El presente trabajo se ha centrado en uno de los modelos animales
de ansiedad basados en el paradigma de aproximación/evitación
disponibles en la actualidad: el laberinto circular elevado. A pesar
de ello y como se ha explicado en las correspondientes discusiones
de cada artículo, existen diferencias en los resultados obtenidos con
diferentes cepas en la misma prueba conductual. De igual manera,
dieren los resultados obtenidos con la misma cepa en función del
modelo animal de ansiedad utilizado. Mientras que el primer caso
puede atribuirse a la inuencia de la genética de los animales y, en
última instancia, puede ser relacionada con el concepto de ansiedad
rasgo en humanos; el segundo caso resulta mucho más preocupante
porque cuestiona directamente la validez convergente de los modelos
animales basados en este paradigma. Una de las posibles explicaciones
a este fenómeno podría ser la pobreza estimular de las diferentes
pruebas basadas normalmente en espacios dicotómicos en los que el
animal sólo puede elegir entre dos contextos. La inclusión de más
zonas que varíen en su capacidad de inducir ansiedad y que doten
a los animales de un mayor grado de libertad de elección podría,
en consecuencia, ser una posible solución a este problema. De hecho,
algunas de las propuestas más recientes para solucionar los problemas
de los modelos animales de ansiedad basados en el paradigma de
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aproximación/evitación poseen esta característica (Ramos, Pereira
y cols., 2008; Ennaceur 2012). Sin embargo, la conceptualización
teórica que subyace en ellos es muy diferente centrándose en una
hipotética multidimensionalidad emotiva que estaría relacionada con
cada modelo o en la distinción entre los conceptos de miedo y
ansiedad. En lo referente a la distinción entre ansiedad y actividad
se hace necesario continuar trabajando para renar las pruebas
conductuales y aumentar los esfuerzos para dilucidar los mecanismos
siológicos subyacentes en ambos y su posible interacción. La falta
de una mayor comprensión de los mismos diculta la producción
cientíca destinada a dotar a dichos modelos de una validez predictiva
aceptable.
A pesar de sus limitaciones, los modelos animales de ansiedad
siguen siendo una herramienta indispensable en la investigación.
En estudios farmacológicos ayudan a mitigar los enormes costes
derivados de los ensayos clínicos que, además, presentan altas tasas
de efecto placebo (Lako 2002). En estudios toxicológicos ayudan a
evaluar los posibles efectos de los compuestos químicos contaminantes
a los que estamos diariamente expuestos (en casa y en el trabajo)
y que pueden ser causantes de alteraciones relacionadas con la
ansiedad. Por último, ayudan en la tarea de descubrir qué mecanismos
psicobiológicos subyacen al fenómeno de la ansiedad desde diferentes
enfoques como la genética, la neuroanatomía o la neuroquímica.
Están por consiguiente justicados todos los esfuerzos destinados a
su optimización dado el gran impacto que los trastornos de ansiedad
tienen en la calidad de vida de millones de personas alrededor del
mundo y de los enormes costes que suponen para el sistema sanitario
en los países desarrollados.
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Conclusiones
• El BDE-209 produce un retraso en el aprendizaje espacial en
ratones adultos con background genético mixto.
• El BDE-209 reduce los parámetros relacionados con la
ansiedad y aumenta los relacionados con la actividad en
ratones adultos con background genético mixto.
• El procedimiento de aislamiento social es capaz de incrementar
los niveles de ansiedad de ratones wild type con background
genético mixto.
• El procedimiento de amansamiento es capaz de revertir los
efectos sobre la ansiedad derivados del aislamiento.
• Los ratones Tg2576 presentan niveles de actividad basal más
altos que sus respectivos controles wild type.
• El parámetro `tiempo por entradas' (TbE) consigue eliminar
la inuencia de elevados niveles de actividad sobre el tiempo
de exposición al contexto ansiógeno en ratones Tg2576.
• El clordiazepóxido presenta efectos sedantes a dosis 10 mg/kg
e incrementa los niveles de actividad a dosis 2,5 mg/kg en
ratones C57BL/6J.
• La picrotoxina produce un descenso en los parámetros de
actividad a dosis 2 mg/kg en ratones C57BL/6J.
• El metilfenidato produce un aumento en los niveles de
ansiedad a dosis 5 y 10 mg/kg en ratones C57BL/6J.
• El tiempo mínimo para observar diferencias signicativas en
el laberinto circular elevado es de 3 minutos.
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• La concordancia entre los parámetros registrados a través de
software y los registrados directamente por un experimentador
es alta excepto para el parámetro `número de entradas'.
• El registro mediante software del parámetro `número de
entradas' está sobrestimado debido a la presencia de error
sistemático en la medida.
• La distinción entre alteraciones en los niveles de ansiedad y de
actividad es compleja en ratones C57BL/6J.
• La validez predictiva del laberinto circular elevado depende de
la cepa de ratón utilizada en la experimentación.
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Batería de observación funcional (FOB) 
La exploración en la jaula comienza sin tocar al animal del rack del estabulario y 
continua en la sala de exploración. 
 
JAULA (2 minutos) 
Postura inicial: 
1. Sentado o de pie a cuatro patas, normalmente, rearing (a dos patas) o 
durmiendo. 
2. Acurrucado o acostado. 
3. Ligero balanceo en posición de pie. 
4. Balanceo exagerado o caida de la cabeza a pesar de estar en posición de 
pie. 
5. Acostado plano con las extremidades abiertas. 
6. Estirado de lado, con las extremidades estiradas. 
Arousal (estado de vigilancia): 
1. Muy bajo (coma estupor). 
2. Bajo, algún movimiento de la cabeza o corporal presente. 
3. Bajo de alguna manera, algún movimiento de la cabeza o corporal 
presente con periodos de inmobilidad. 
4. Normal. 
5. Alto de alguna manera (excitado, tenso). 
6. Muy alto (hiperalerta, muy excitado, movimientos bruscos). 
 
 
OBSERVACIONES AL MANIPULARLO 
Respuesta inicial (al introducir la mano en la jaula para cogerlo): 
1. Muy fácil, letárgico (el animal está quieto y permite que lo cojas) 
2. Fácil, normal (no presenta mucha resistencia). 
3. Moderadamente difícil (se levanta a dos patas, sigue la mano del 
investigador). 
4. Huye (retrocede, se acurruca con o sin vocalizaciones) 
5. Difícil (Corre alrededor del perímetro, difícil de coger). 
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Reacción a la mano: 
1. Baja (fácil de manipular, poca resistencia a la manipulación). 
2. Moderadamente baja (alguna resistencia con o sinvocalizaciones). 
3. Moderadamente alta (experimenta temblores o está rígido en la mano 
con o sin vocalizaciones). 
4. Alta (intenta moder, trepar). 
Salivación: 
1. No, ausencia (seco alrededor de la boca). 
2. Leve (un poco). 
3. Severa. 
Lagrimeo: 
1. No, ausencia (seco alrededor de los ojos). 




1. Presencia (no se le aplana el pelo). 
Falta de pelo por grooming: 
0. Ausencia. 
1. Presencia (zonas calvas). 
Cierre parpebral: 
1. Ojos abiertos. 
2. Párpados un poco caidos. 
3. Ojos medio cerrados. 
4. Ojos cerrados. 
 
 
OBSERVACIONES EN EL CAMPO ABIERTO (2 minutos) 
Marcha: 
1. Marcha normal. 
2. Ataxia (excesivo balanceo). 
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3. Las extremidades posteriores muestran movimientos exagerados, son 
arrastradas. 
4. Pies marcadamente fuera del cuerpo. 
5. Las extremidades anteriores estan extendidas o son incapaces de 
soportar el peso corporal. 
6. Camina de puntillas. 
7. Jorobado (espalda curvada) o acurrucado. 
8. Arrastra el cuerpo o el cuerpo está plano sobre la superficie. 
Anormalidades de la marcha: 
1. Normal. 
2. Ligeramente anormal. 
3. Moderadamente anormal. 
4. Severamente anormal. 
Mobilidad: 
1. Normal (habilidad para moverse). 
2. Ligeramente empeorada. 
3. Moderadamente empeorada. 
4. Totalmente empeorada. 
Arousal (estado de vigilancia): 
1. Muy bajo (coma estupor). 
2. Bajo, algún movimiento de la cabeza o corporal presente. 
3. Bajo de alguna manera, algún movimiento de la cabeza o corporal 
presente con periodos de inmobilidad. 
4. Normal. 
5. Alto de alguna manera (excitado, tenso). 
6. Muy alto (hiperalerta, muy excitado, movimientos bruscos). 
Movimientos tónicos: 
1. Normal (no presencia). 
2. Contracción de los extensores (extremidades rígidas y estiradas). 
3. Opistótonos (cuerpo arqueado hacia la espalda). 
4. Emprostótonos (cuerpo arqueado hacia abajo). 
5. Saltos explosivos (las cuatro patas no tocan la superficie). 
6. Convulsiones tónico-clónicas que sobrevienen en dispnea o muerte. 
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1. Normal (no existen). 
2. Temblores en las extremidades, orejas, cabeza o piel. 
3. Movimientos repetitivos de la boca o mandíbulas. 
4. Temblores ligeros. 
5. Temblores severos de todo el cuerpo. 
6. Sacudidas secas. 
7. Sacudidas mioclónicas. 
8. Convusiones clónicas. 
Posición de la cola: 
1. Arrastrándola por la superficie, floja. 
2. Rígida, se mantiene baja cerca de la superficie. 
3. Rigida, alta y elevada. 
Vocalizaciones: 
0. No, vocalizaciones espontáneas. 
1. Sí, vocalizaciones espontáneas. 
 
 
RESPUESTA A LA MANIPULACIÓN 
Respuesta a la aproximación (un bolígrafo por la parte de delante): 
1. Sin reacción 
2. Se aproxima lentamente o lo huele y se gira. 
3. Frezzing. 
4. Una respuesta más enérgica que la 2 o la 3. 
5. Exagerada (salta, muerde, ataca). 
Respuesta al contacto: 
1. Sin reacción 
2. Se gira lentamente o se marcha (vocaliza un poco o ningún 
movimiento), ligera reacción. 
3. Frezzing, el cuerpo entero reacciona (se asusta). 
4. Una respuesta más energica que la 2 o la 3. 
5. Exagerada (salta, muerde, ataca). 
 
 
UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
VALIDEZ DEL LABERINTO CIRCULAR ELEVADO COMO MODELO ANIMAL DE ANSIEDAD EN ESTUDIOS TOXICOLÓGICOS 
Luis Heredia Santaella 





Respuesta al click (sonido producido encima de él): 
1. Sin reacción. 
2. Ligera reacción (alguna evidencia que ha escuchado el sonido). 
3. Freezing, el cuerpo entero reacciona (se asusta). 
4. Una respuesta más enérgica que la 2 o la 3. 
5. Exagerada (salta, muerde, ataca). 
Pantalla invertida (escalar una tela metálica): 
1. Cae o se mantiene al final de la pantalla mirando hacia abajo. 
2. Se gira hacia arriba pero no sube hasta el final. 
3. Sube hasta el final en 20 segundos o menos. 
Darse la vuelta (righting, colocado con el vientre hacia arriba): 
1. Normal. 
2. Lento, en 2 segundos. 
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